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第 1章 
緒 論 
 
1-1. はじめに 
1-1-1. 細菌の細胞間シグナリングの研究背景 
多細胞からなる生命体は、細胞間で情報伝達を行い互いに連携をとりながら細胞組織を形
成し、高度な生物機能を発現する。例えば神経細胞間のシナプスでは、細胞間にイオン電流
が流れる電気シナプスや、Ca2+イオン濃度の変化等により誘導される神経伝達物質
(Neurotransmitter) の放出がトリガーとなる化学シナプスにより神経の興奮を伝達する 1。情報
伝達分子を利用する動物細胞のシグナル伝達は、細胞外部に分泌された水への可溶性分子
により担われており、ホルモンをシグナル分子とする内分泌、サイトカインをシグナル分子とし
て近傍の細胞のみを標的とするパラ分泌、シグナル分子を分泌した細胞が自らシグナル分子
を受容する自己分泌などに分類可能である 1。 
これに対し単細胞生物である細菌は、個々の細胞が独立して生命活動を行うものと考えら
れていたが、20 世紀後半になって細菌間にも情報伝達系が存在するという驚くべき事実が判
明し、多様な細菌における細胞間の情報伝達系が明らかとなりつつある 2。例えばグラム陰性
細菌である粘液細菌では、集団行動をとるために、タンパク質のリン酸化を介して情報伝達が
行われている 3。グラム陰性細菌およびグラム陽性細菌の中には、インドール誘導体を生産し
細胞間情報伝達シグナルとして利用する細菌が多く存在すると推察されており、異種細菌間
でもシグナル分子の伝達により遺伝子発現が制御されていることが解明されつつある 4。また、
細菌が排出する抗生物質でさえも、細菌間の情報伝達の側面を持つことが指摘されている 5。
このような、細菌の集団としての遺伝子発現制御機構には未解明な点も多く、同分野の基礎
的な知見の蓄積は細菌学の発展に大きく寄与する。 
細菌間の情報伝達機構では、菌体外に放出されたシグナル分子を他の細菌が受けとり受
容体と複合体を形成すると、標的遺伝子の転写活性が調節される。このうち、増殖による菌体
数の増加がシグナル分子の濃度上昇としてセンシングされるシグナル濃度依存性の情報伝達
機構は、Quorum sensing (QS)と呼ばれている 6。標的遺伝子の発現には、細菌数があらかじ
め定められた定足数 (Quorum) に達する必要がある。一般に QS 機構のシグナル分子はオ
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ートインデューサー (Autoinducer: AI) と呼ばれ、多くの場合には AIを排出した自らの細胞を
含めた同種の菌体間でコミュニケーションをとり、同じタイミングで集団として遺伝子発現を調
節する。 
QS 機構は、日和見感染症における病原性因子の生産、生物発光、バイオフィルム形成な
ど多様な細胞機能を制御しており、QS 機構の人為的な制御技術の確立が望まれている 7。例
えば、膜分離活性汚泥法(Membrane Bioreactor: MBR)を利用する水処理システムでは、処理
水の分離に逆浸透 (Reverse Osmosis: RO) 膜を利用する設備もあるが 8、バイオファウリング
による濾速の低下がプラントの処理効率を悪化させる例も報告されている 9。QS機構の人為的
な制御により、濾過膜表面に構築されるバイオフィルム形成を阻害することで、膜設備を長期
間にわたり安定に運転可能とすることが期待されている。更には、医薬分野への応用もある。
感染菌の影響を避けるために用いる抗生物質の投与は、いわゆる「薬の効かない」薬剤耐性
菌が出現するリスクを常にはらんでいる。QS 機構の人為的な制御技術を医療分野に適用す
れば、薬剤耐性菌出現のリスクを最小限とした新しい感染症予防技術に発展することが期待さ
れている 10。 
本論文では、菌体外に排出された低分子シグナルである AI と高い親和性を有する高分子
担体を設計し、AIキャリアとして利用することでQS機構を人為的に活性化する正制御、QS機
構を人為的に阻害する負制御の実現を目指した。AI キャリアを培養液に共存させるだけで、
細胞内部で起こる標的遺伝子の転写活性を、細胞外部からリモート制御する素材開発であ
る。 
次節では本論文で得られた成果の概要を概説する。 
 
1-1-2. 研究成果の概要 
QS 機構制御の一つの鍵は、AI とレセプタータンパク質との複合体形成を制御することであ
る。これまで AIの分解 11、AIの構造類似体による拮抗阻害 12、AIの担体への捕捉など 13、AI
とレセプタータンパク質の複合体形成を阻害する QS 機構の阻害方法が報告されてきた。QS
機構の活性化については報告が少ないものの、培養液への AI 添加 14、AI を生産するナノフ
ァクトリーの開発 15などが報告されている。現段階では、これらの人為的な制御方法は QS 機
構の活性化あるいは阻害のどちらか片方への適用にとどまり、活性化および阻害の双方に高
い効果を発現する素材開発の成功例は見当たらない。 
本論文では、AIと高い親和性を有する高分子担体を AIキャリアとして設計し、AI濃度を人 
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Fig. 1-1 オートインデューサーキャリアによる Quorum sensingの阻害 
 
為的に制御する QS機構阻害技術、活性化技術を構築した。 
Fig. 1-1に示したのは、QS機構阻害のために本研究で試験した AIキャリアである。後述す
るようにAIの化学構造は多様である。グラム陰性細菌の多くの菌種ではN-アシルホモセリンラ
クトン(AHL)を共通の AI として生産することが多く 16、AHL濃度を可変とする AHLキャリアの
創成は多くの菌種に有効な汎用性の高い QS機構制御素材として期待される。 
本論文では、AHL と高い親和性を有する機能性素材として、異なる２つのキャリアを試験す
る着想を得た。AI 分子が水溶液に可溶な有機低分子であることから、薬物輸送に利用される
マトリックスの中には、両親媒性のAHLの捕捉に適した生体安全性に優れた素材の候補が存
在すると考えられる。そこで、疎水性キャビティを有し適した分子サイズの疎水基と水系で包接
複合体を形成するシクロデキストリン(CD)、ポリエチレンオキシド(EO)およびプロピレンオキシド
(PO)から形成される EO-PO-EO 型のトリブロックコポリマーを選択し、AHL キャリアとして効果
的に利用可能であることを、モデル細菌を用いて実証した。CD、EO、PO は共に、ヒトへの安
全性が確認され、医薬品添加物等で利用実績の高い素材である 17a。 
そこで、第二章では親水性のコロナ型のシェル層を有するコア/シェルミクロスフェアを設計
し、親水性表面層にCD を固定化した。CD は底のぬけたバケツ状の壁面構造を有する環
状オリゴ糖で、グルコピラノース 6 分子が環状に-1,4 結合したCD (キャビティ内径： 0.44 
nm)あるいは 7分子が結合したCD (キャビティ内径： 0.58 nm) は水溶液に溶解した AHL
のアシル鎖と疎水性相互作用により 1:1 の複合体を形成する 17,18。CD 固定化コア/シェルミ
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クロスフェアは二段階重合により調製した。ポリスチレンコア(PSt)をエマルション重合した後に、
その表面でメタクリル酸(MA)をラジカル重合し親水性のポリメタクリル酸(polyMA)シェル層を
形成させた [PSt(MA)]。さらにMAの COOH基と、グルコピラノースの 6位の炭素にエチレン
ジアミノ基を 1 点修飾したCD とを水溶性カルボジイミドを用いて脱水縮合し、シェル層へ
CDを固定化した[PSt(MA/CD)]。 
デジタル顕微鏡観察、レーザー散乱/回折式粒子径分布測定で解析すると、1-3 mの 1次
粒子と、数十m の二次粒子が観測されるが、個数分布換算では二次粒子の形成比は 10％
未満であり、多くの PSt(MA/CD) ミクロスフェアは水中で分散し存在している。 
モデル細菌の培養開始時にミクロスフェアを共存させた際の、Serratia marcescens AS-1、
Pseudomonas aeruginosa AS-3におけるQS機構の負制御を、それぞれAHL濃度依存性プロ
ディジオシン生産、ピオシアニン生産を指標として定量した。PSt(MA/CD)を培養液に共存
させるだけで双方の株の QS機構を効果的に阻害可能であることから、PSt(MA/CD)ミクロス
フェアは AI キャリアとして有効に寄与している。AHL 合成遺伝子破懐株である
Chromobacterium violaceum CV026株を用いたAHLバイオアッセイを実施すると、AIキャリア
を添加した培養液に溶解しているAHL量は有意に減少している。CD固定化AIキャリアは、
15 hの培養期間を通じて培養液中に排出された AHLを捕捉し、プロディジオシン生産、ピオ
シアニン生産を抑制する QS機構の負制御を可能とした。 
第三章および第四章では、親水性の EO ユニット、疎水性の PO ユニットから構成される
EO-PO-EO型のトリブロックコポリマーとして、ポロキサマー (Poloxamer) をAIキャリアとして試
験した。ポロキサマーは CMC よりも高濃度条件では、自己組織化ミセルを形成する。ポロキサ
マーはそれぞれのユニット長を変えることで、臨界ミセル濃度 (Critical micelle concentration: 
CMC)などの物性を大きく変えることが知られ、ドイツの BASF 社から Pluronic という商品名で
多くの誘導体が上市されており、乳化剤やドラッグデリバリーシステム (Drug delivery system: 
DDS) の薬物キャリアとしての利用が検討されている。疎水性領域と親水性領域を有する高分
子量のキャリアは、AHL 分子と疎水性相互作用、水素結合により多点で相互作用可能である
と推察される。 
第三章では分子量 4,000のポロキサマー84 [EO19-PO43-EO19]と分子量 12,600のポロキサマ
ー407 [EO100-PO65-EO100]を選択した。疎水場でのみ蛍光強度を増大させる 8-アニリノ-1-ナフ
タレンスルホン酸 (1,8-ANS) プローブを異なる濃度のポロキサマー水溶液に共存させ蛍光ス
ペクトル測定を行うと、ポロキサマーの濃度上昇とともに蛍光強度が増大する。CMCよりも高濃
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度の条件では、疎水性領域はミセル濃度の増大と共に増加すると考えられる。P. chlororaphis 
subsp. aurantiaca StFRB508株のAHL濃度依存性フェナジン生産を QS機構阻害の指標とし
て評価した。 StFRB508 株は AI と して 、 N-hexanoylhomoserine lactone (C6HSL) と
3-hydroxy-C6HSL (3OH-C6HSL) を用いてオレンジ色を呈する抗菌物質フェナジン、フェナ
ジン誘導体の生産をQS機構により制御している。培養を開始する際に所定量のポロキサマー
を LB 液体培地に添加し、StFRB508 株を振とう培養すると、添加ポロキサマー濃度が増大す
るほど、フェナジン生産は抑制されるためQS機構は負に制御可能である。蛍光測定の結果を
総合すると、AHL分子は主に疎水性相互作用によりポロキサマーに捕捉されると推察した。 
第四章ではさらに、ポロキサマーの自己組織化ミセルを用いて QS 機構の活性化効果を試
験した (Fig. 1-2a)。ポロキサマーの自己組織化ミセルを S. marcescens AS-1株と共存させて培
養するとプロディジオシン生産が抑制されることから、ミセルは培養液から効果的に AHL を捕
捉し QS 機構を負に制御可能である。AHL を捕捉したポロキサマーの自己組織化ミセルが分
散したこの培養液上清を分離し、新しいLB液体培地を混合することで希釈した。ここへ、AHL
合成遺伝子破懐株である S. marcescens AS-1S(spnI::kan)を植菌し振とう培養したところ、誘
導されるプロディジオシン量にポロキサマー濃度依存性が観測された。AS-1 株上清の希釈倍
率を低く保ちポロキサマー濃度を CMC以上に保った場合には、プロディジオシン生産量は低
く抑えられている。一方、希釈倍率を高くしポロキサマー濃度が低下するにつれて誘導される 
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Fig. 1-2 (a) ポロキサマーミセルによるAHLの捕捉と放出, (b) ポロキサマーミセルから
の AHL放出に伴う QS機構の活性化 (S. marcescens AS-1S) © 2015 The Chemical Society 
of Japan. 
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プロディジオシン量は有意に増加している(Fig. 1-2b)。 自己組織化ミセルの崩壊により解放さ
た AHL 分子は、AS-1S 株の QS 機構活性化に寄与していることから、自己組織化ミセルの崩
壊を誘導することで QS機構の正制御が可能であることが明らかとなった。 
EO-PO-EO型トリブロックコポリマーは、ミセルの形成と崩壊を外部刺激により誘導することで
QS機構の負制御と正制御を可能とする AIキャリアであることを本論文は示した。 
 
第一章は緒論であり、次節からは本研究の背景となる QS 機構の作用機序、生理活性物質
輸送キャリアの開発動向、QS 機構制御技術の開発動向について述べ、それらを踏まえ研究
目的と意義を述べる。 
続く第二章では CD固定化コア/シェルミクロスフェアの設計と、固定化 CDキャリアを用いた
QS 機構の負制御について述べ、AHL 合成遺伝子破懐株のバイオアッセイを用いた固定化
CDによるAHLの捕捉効果について考察する。第三章ではポロキサマーの自己組織化ミセル
の AIキャリアとしての有用性を、QS機構阻害の指標となる P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
StFRB508 株のフェナジン生産を追跡することで明らかとする。QS 機構を負に制御し、ポロキ
サマー会合体の疎水性評価結果と AHL 捕捉への関連について考察する。第四章では、ポロ
キサマーの自己組織化ミセルからのAHLの放出によりQS機構を活性化する正制御について、
ミセルの崩壊と関連させて考察する。 
最後に第五章では本論文において得られた知見を総括し結論としてまとめる。 
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1-2. オートインデューサーによる情報伝達と Quorum sensingによる機能発現 
1-2-1. Quorum sensingによる機能発現 
QS機構の研究の歴史を俯瞰すると、海洋性細菌Vibrio fischeriの生物発光が集団として制
御される 1970 年代の発見に端を発し、QS 機構のメカニズムの解明は進んでいく 19。その後、
他の菌種においても同様な細菌の集団挙動が見出され、QS 機構が菌体密度依存性の遺伝
子発現系であり、AI により制御されることが明らかとなる。分子レベルで QS 機構のメカニズム
が解明されつつある中、これまでの知見からヒントを得た QS 機構の人為的な制御法の確立が
注目されている。菌体外部から菌体内部への情報伝達を遮断、促進することで細胞内での遺
伝子発現を制御するという学術的な面白さに加え、数多くの細胞機能に寄与する QS 機構を
人為的に制御可能とすれば工学的な価値が高い。 
本研究では、菌体周囲における AI 濃度の制御を可能とする AI キャリアを用いた QS 機構
の新しい制御方法を提案する。細菌が自分の仲間が周囲に居ることを、菌体密度の上昇に起
因する AI濃度の上昇としてセンシングし、仲間が増え AIが QS機構活性化の閾値濃度に達
すると、AI とレセプターの複合体が形成され、この細菌群は集団として標的遺伝子の発現を
一斉に活性化する。QS機構は、このように連続して起こる一連のプロセスから成る。AI濃度の
制御を可能とするAIキャリアは、AIとレセプタータンパク質間の複合体形成を人為的に阻害、
誘導することで QS機構の人為的な制御を可能とする。 
AIキャリアを創成するには、ターゲットとするAIの選択が重要となる。AIの化学構造は菌種
に依存して多岐にわたる 2。これまで報告されている AIの化学構造の例を Table 1-12,20,21、AI
を介した QS機構により発現する細胞機能の例を Table 1-2に示す 19,22-51。 
グラム陽性細菌では 5-34 のアミノ酸残基を有するペプチドが AI として用いられ、これらは
Autoinducing peptide (AIP)と呼ばれる 52。AIP を介した QS 機構はヒスチジンキナーゼ 
(Histidine protein kinase: HPK) とレスポンスレギュレーター(Response regulator : RR)の二成
分制御系である 52。膜タンパク質であるHPKは菌体外のAIPを認識することでリン酸化を誘導
する。細胞外から細胞内への情報伝達は、リン酸化 HPKが細胞内に存在する RRのリン酸化
を誘導することで駆動される。リン酸化された RRはターゲット DNAに作用し特定遺伝子の転
写を活性化する。菌種や株によって AIPのアミノ酸配列は異なり、それぞれのAIPを認識する
HPKが存在するため、AIP種に特異的なシグナル伝達が可能となる。 
グラム陰性細菌とグラム陽性細菌から共通して見出されるAIとしては、Autoinducer-2 (AI-2)
が報告されている 53。AI-2の生合成酵素の LuxSはグラム陽性細菌、陰性細菌のどちらからも 
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Table 1-1オートインデューサー (AI) の化学構造 
Autoinducer Bacteria species
N
H O
O
O
AHL：N-hexanoyl-L-homoserine lactone
Serratia marcescens
Pseudomonas aeruginosa
Vibrio fischeri
Peptide：Thiolactone peptide
Staphylococcus aureus
AI-2：Furanosyl borate diester
HO
HO
HO OH
O
B
O
O
CH3
Vibrio harveyi
O
OH
H
OO
A-Factor
ray fungi
(Streptomyces griseus)
HO
O
O
O
OH
OH Filamentous fungi
(Aspergillus terreus)
Butyrolactone I
CAI-1
O
OH
Vibrio cholerae
O CH3
Reference 
2b
20
21
2d
2c
2e
Ser Thr N
H
S
O S Me
NH
lle
Phe
Asp
O
Tyr
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Table 1-2  AIを介した QS機構の例 
Bacterial Species
Acidovorax avenae subsp. citrulli
Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida
Agrobacterium tumefaciens
Burkholderia cenocepacia
Burkholderia cepacia
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Chromobacterium violaceum
Erwinia carotovora
Erwinia chrysanthemi
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aureofaciens
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas putida
Pseudomonas syringae
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium meliloti
Rhodobacter sphaeroides
Serratia liquefaciens
Serratia marcescens
Serratia proteamaculans
Serratia sp. 
Vibrio fischeri
Yersinia enterocolitica
Yersinia pseudotuberculosis
AI Phenotype
AHL
Virulence
Exoprotease
Exoprotease
Plasmid transfer
Virulence
Virulence
Virulence
Virulence
Pigment
Exoenzyme
Virulence
Extracellular factor
Exoenzyme
Antifungal activity
Phenazine
Phenazine
Swarming
Growth inhibition
Chemotaxis
Aggregation
Swarming
Pigment
Protein expression
Pigment
Bioluminescence
Motility
Motility
AI2
Vibrio harveyi
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Bioluminescence
Biofilm formation
Virulence
AIP1-4 Staphylococcus aureus Virulence
Reference 
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
19
46
47
48
49
50
51
 
 
見出されており、AI-2 は同種のみならず異種細菌間での情報伝達を担うと考えられている 53。
グラム陰性細菌に焦点を当てると、多様な菌種で AHL が利用されており、AHL を介して誘導
される細胞機能はバイオフィルム形成 54、病原性因子の発現 10、スウォーミング活性 55など多
岐にわたる (Table 1-2)。QS 機構で利用される AI の化学構造を俯瞰すると、AHL 依存性の
QS機構を有する菌種・菌株は群を抜いて多い。AHLは C4–C18 (Cx) の鎖長を有するアシル
基が L-ホモセリンラクトン(L-homoserine lactone : HSL)のアミノ基とアミド結合した基本骨格を有
し(CxHSL)、アシル鎖にカルボニル基が導入されたオキソ体(oxo-CxHSL)、ヒドロキシ基が導入
されたヒドロキシ体(OH-CxHSL)の存在も報告されている 2。アシル鎖の化学構造に多様性はあ
10 
るもののAHLを AIとする菌種が多いことから、優れた AHLキャリアを完成させれば自然環境
や活性汚泥などの微生物複合系においても利用が見込まれる。 
以上述べたようにAHLを標的としたQS機構の制御技術、制御素材の開発は、適用可能な
菌株が多く制御可能な遺伝子発現系が多岐にわたるため、工学的価値が高いターゲットであ
る。更に、分子デザインの視点から考察すれば、AHL は疎水性のアルキル鎖と、水素結合サ
イトと成り得るアミド基とラクトン環を有する両親媒性分子(Amphiphilic molecule) である。AHL
と親和性を有するホスト分子は、疎水性相互作用および水素結合により AHL を捕捉すると考
えられる。AHL が生理活性分子として機能するには、水系のみでの作用機序を考慮すれば
十分である。疎水性相互作用を原理とするホストは一般に基質特異性がそれほど高くない例
が多いことから、一つのホスト分子が、アシル鎖構造の異なる AHL 群に共通のキャリアとして
機能できる可能性が高い。将来、実用化を目指すAHLキャリアの利用環境は、未同定の細菌
が混在した微生物複合系であるため、複数種の AI が混在している可能性を視野に入れれば、
一種類の AIキャリアを汎用的に利用できるメリットは大きい。 
本論文では、QS 機構を司る数ある AI の中から標的分子として AHL を選択し、創成したキ
ャリアの QS機構制御能を評価した。 
 
1-2-2. オートインデューサーによる情報伝達 
AHL を介した QS 機構を制御する上で、細胞内での AHL の生産、細胞外への AHL の放
出、細胞内でおこる AHL とレセプタータンパク質の複合体形成など、AHLの挙動を分子レベ
ルで追跡し QS 機構活性化の作用機序を分子レベルで理解することは重要である。そこで本
節では、AHLの生合成に関連してAHL合成酵素、AHLレセプター、標的遺伝子の転写調節
までの QS機構カスケードの概要を俯瞰する。 
V. fischeriの生物発光を誘導するQS機構では、DNAプロモーターである lux boxを挟んで
存在する LuxI、LuxR遺伝子が AHL合成酵素である LuxI、AHLレセプタータンパク質である
LuxR をコードすることが知られる 56。AHL を AI として利用する細菌種が多いことと連動して、
AHLを分子認識しAHLのアシル鎖、ホモセリンラクトン環と物理的相互作用により複合体を形
成するレセプターのアミノ酸シークエンス、3次構造は類似していることが多い。V. fischeri とは
異なる菌種、菌株における AHL 依存性の QS 機構が、LuxI、LuxR と相同性の高い LuxI 
family proteinあるいは LuxR family proteinにより制御されることが明らかとなっている 57。 
LuxI による AHL の詳細な合成機構は長い間不明であったが、Eberhard ら (1991) が in 
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Fig. 1-3 AHLの合成機構 59,60 
 
vitroにおいて S-adenosylmethionine (SAM) と 3-oxohexanoyl-coenzyme A存在下で AHL生
産が誘導されることを見出し、AHL の合成機構が推定された 58。後に Schaefer ら (1996) は
coenzyme Aの代わりに acyl carrier protein (ACP) を用いることで AHL生産能が 967倍程度
高くなることを見出し、現在では Fig. 1-3 に示す合成機構が支持されている 59,60。
hexanoyl-SAMを前駆体として試験した場合にAHLの合成は誘導されず、アシル鎖を媒介す
る ACP または coenzyme A を必要とする。AHL の合成過程では LuxIは触媒の役割を担う。
ACP のシステイン残基にアシル鎖が結合した(acyl-ACP: N-3-oxohexanoylhomoserine-ACP)
が、SAMのアミノ基と結合し、ACPが脱離することで AHLが生産される。 
グラム陰性細菌の外膜にはポーリンと呼ばれる管状たんぱく質が存在し、分子量が 500-700
以下の親水性低分子はこの孔を通じて細胞内外を移動することが可能である 61。菌体内で
LuxIにより生産された C4–C14のアシル鎖長を有する AHLは、どれも細胞膜を通って菌体内
外を拡散できることが Kaplan ら(1985)によって示されている 62。一方、Pearson ら(1999)は RI
標識した AHLの菌体からの拡散挙動を追跡し、短鎖 AHL と長鎖 AHLでは放出挙動に違い
があることを見出した 63a。菌体からのC4HSL の放出は速く、5 min後には菌体内外で同じAH 
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Fig. 1-4 P. aeruginosaの薬剤排出ポンプによる長鎖 AHLの放出 63 
 
L濃度となることが示されたため、短鎖 AHLは拡散を原理として菌体内部から外部へと放出さ
れると推定された。長鎖 3oxoC12HSLの場合では、5 min後でも菌体内部の濃度が菌体外部
に比べ約 3倍高く、拡散とは異なる原理で長鎖 AHLが菌体外部へ放出される可能性が示唆
された。Pearson らは、長鎖 AHL の放出に拡散以外の原理が関与する説明として、日和見感
染菌である P. aeruginosaが有する薬剤排出ポンプmexAB-oprMを対象としたAHLの放出試
験を行い、薬剤排出ポンプが長鎖 AHL の放出に寄与していることを明らかとした (Fig. 
1-4)63a。 
拡散や薬剤排出ポンプによって細胞外へ放出された AHL は、菌体増殖に伴い菌体周囲
に蓄積する。増殖により個体数が増えれば、菌体周囲の AHL 濃度も増大し、細胞内の AHL
濃度も連動して高くなる。一般にAHLとレセプタータンパク質の複合体形成は平衡反応として
説明が可能であり、細胞内の AHL 濃度が増大することで平衡は複合体形成へと傾く。QS 機
構カスケードにおいて、AHL－レセプター複合体の濃度が標的遺伝子との相互作用に十分
なだけ増大すれば、転写活性の調節が開始される。このときのフリーのAHL濃度は、QS機構
活性化に関わる閾値濃度として観測されるが、レセプターとの複合体形成に関わる安定度定
数に依存するため標的遺伝子ごとに AHL の閾値濃度は異なるはずである。また、AHL 濃度
が閾値に到達した際の菌体数は、標的遺伝子の発現が開始される定足数(Quorum)として観
測される。QS機構を用いて実際にセンシングされているのは菌体密度ではなくAHL濃度であ
り、そのセンシングは、AHL 認識部位と標的遺伝子の認識部位の双方を有する LuxR family 
proteinが Dual receptor として機能することで実現しており、その作用機序は複雑である。  
AHL－レセプター複合体は標的遺伝子のプロモーター領域と相互作用し、下流遺伝子の
転写を調節する。QS 機構が活性化する際に複合体がプロモーターに結合し下流遺伝子の転
写を活性化する Positive regulator (Fig. 1-5上)と、QS機構の不活性状態でプロモーターへ結 
13 
R-protein-AHL complexが形成することで
R-proteinが遊離しpromoterの
下流の転写を活性化
転写抑制
AHL濃度
上昇
転写活性化
AHL
promoter
AHL
AHL濃度
上昇 転写活性化
R-protein-AHL complexがPromoterに結合し、
下流の転写を活性化
promoter
promoter promoter
レセプタータンパク質
AHL
AHL
AHL
AHL
AHL
 
Fig. 1-5 DNAプロモーターとレセプタータンパク質の相互作用 
 
合して存在していたレセプターが AHL との複合体形成を契機にプロモーターから脱離し、転
写が活性化される Negative regulator (Fig. 1-5下)の二つの制御形態が報告されている 16。後
者のNegative regulatorモデルでは、レセプターはDNAプロモーターに結合することで下流遺
伝子の発現を抑えるリミッターとして作用している。   
AHL、レセプタータンパク質、DNA プロモーターについて三者の相互作用を、植物
病原菌である Agrobacterium tumefaciensの QS機構を例にとって概説する。A. tumefaciens
が有する LuxR family protein である TraRは、標的遺伝子プロモーターである tra boxに
対して Positive regulatorとして作用する 64。LuxR family proteinでは、C末端領域に DNA
プロモーターに対する認識部位、N 末端領域に AHL に対する認識部位を有することが
知られる。TraR の N 末端領域(1-162 残基)における 3oxoC6HSL との複合体形成では、
疎水性相互作用と水素結合が共に作用している。アシル鎖と Leu40, Tyr53, Tyr61, Phe62
との間での疎水性相互作用が存在する。更に、L-ホモセリンラクトン環が結合する基質
結合サイトは Tyr53, Trp57, Asp70, Val72, Val73, Trp85, Phe101, Tyr102, Ala105, Ile110等で
形成されている。3oxoC6HSL分子との水素結合は 3組存在し、1)ラクトン環のカルボニ
ル酸素原子と Trp57 の ɛ 位の窒素原子間、2) 3oxoC6HSL のイミノ基と Asp70 の ɛ 位の
酸素原子間、3) 3oxoC6HSL の 1 位のケト基と Tyr53 のヒドロキシ基の水素原子間に存
在することが推察されている 64,65。 
また、TraRは 3oxoC6HSL 存在下で二量体を形成することが知られ、二量体として標 
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Fig. 1-6 Positive regulator として作用する Agrobacterium tumefaciensの TraR 二量体 
 
的遺伝子プロモーターに作用する(Fig. 1-6)。この二量化は他の LuxR protein familyにも
見られ、V. fischeri の LuxR57、P. aeruginosa における LasR66、RhlRなども二量体として
プロモーター領域に作用することが明らかとなっている。AHLと LuxR family proteinの
相互作用、LuxR family proteinとプロモーター領域との相互作用は、シークエンシャル
な QS機構の活性化過程を分子レベルで理解するための最重要事項の一つである。 
これらの分子間相互作用は平衡反応として理解されており、これまでの先行研究から
幾つかの菌株に関し平衡定数が見積もられている。Table 1-3には、複合体の解離反応を
考え推定された解離定数としての値を整理した 66-74。 
AHL とレセプター間の複合体形成はレセプタータンパク質のコンフォメーション変
化を誘導するため、レセプターと DNAプロモーター間の解離定数が激変し両者の相互
作用が大きく変わることで QS機構のカスケード過程が進行する。個々の菌体から排出
された AHL が蓄積していくと、菌体内部の AHL 濃度上昇をもたらす。レセプターと
の複合体形成反応の平衡はシフトし、複合体濃度が増大していく。AHL が結合したレ
セプター複合体は 3次構造、4次構造が変化し標的遺伝子プロモーターとの相互作用に
変化をもたらし、その結果として標的遺伝子の転写活性が調節される。このようにして、 
たかだか分子量が 200程度のアミノ酸誘導体が情報伝達分子として菌体内外を拡散す 
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Table 1-3 LuxI/R familyの制御因子と AHLあるいは DNAプロモーターとの相互作用 
Organism Referece
Receptor
DNA promoter
Receptor－AHL
安定度定数 [AHL]
Receptor－DNA promoter
安定度定数
QscR
/ PA1897 promoter
K0.5
a) =  3.1 nM [3oxoC12]
Pseudomonas
aeruginosa
LasR / las-rhl box None
Kd = 15 pM [3oxoC12有]
Kd = 43 pM [3oxoC12無]
K0.5 =  3.3 nM [C12]
K0.5 =  3.3 nM [C10]
K0.5 =  8.7 nM [3oxoC10]
K0.5 =  2.2 nM [3oxoC12]
K0.5 =  1.9 nM [C12]
K0.5 =  2.4 nM [3oxoC10]
K0.5 =  2.2 nM [C10]
K0.5 =  3.5 nM [3oxoC6]
Agrobacterium
tumefaciens
TraR / tra box
Kd = 10 nM [TraR-3oxoC8] Kd = 30 nM [3oxoC6]
Kd = 20 nM [apo-TraR-3oxoC8]
Erwinia
carotovora
subsp. carotovora
EccR (ExpR) / 
target DNA
Kd = 7.5 μM [3oxoC6]
None
a) Concentration of required for half saturation：K0.5 b) Dissociation constant：Kd
Serratia
marcescens
SpnR / spn box Kd = 10 μM [C6] None
66
70, 71
72
67
74
Vibrio fischeri LuxR / lux box Kd
b) = 100 nM [3oxoC6] Kd = 0.1 nM 68, 69
CarR / target 
DNA
Kd = 1.5 μM [3oxoC6]
Kd = 1.8 μM [3oxoC6]
Kd = 0.5 μM [3oxoC8]
Erwinia
carotovora
72, 73
 
ることに端を発し、細菌群は集団として遺伝子発現を制御可能としている。QS 機構活
性化カスケードの第一過程とも言える、レセプタータンパク質と AHL の複合体形成を
誘導し QS機構を活性化する AHL閾値濃度は、10–6 から 10–9 mol/L (M～nM)程度であ
り、この閾値濃度は AHL 種、菌種により異なることが知られる。QS機構の活性化に必
要な菌体外部の AHL 濃度は、AHL 合成遺伝子破懐株を用いた AHL の外部添加試験か
らも見積もることが可能である。例えば Ravn らは AHL 合成遺伝子破懐株である
Chromobacterium violacein CV026 株を、試料に含まれる AHLの検出に利用している。
CV026株の培養液を混合し作製した寒天プレートを用い、プレート上に配置したペーパ
ーディスクに異なる含有量の C6HSL溶液を添加し静置培養する。QS機構の活性化が起
これば、紫色素 Violacein 生産が誘導されペーパーディスク周囲に紫色のスポットが出
現する。この報告では、誘導されたViolaceinを目視判定できるC6HSL量の下限は 6 pmol
であると決定している 75。1 m サイズの小さな細菌により引き起こされる目に見える
マクロな現象が、10–12 mol 程度の微量な AIから誘導される精密な作用機序は工学的に
も興味深い。著者は微量の AI により制御されている集団的な細胞機能の精緻な発現機
構が微生物の進化の過程で獲得された学術的な面白さと、その細胞機能を人為的に支配
する材料設計の着想を得たことをモチベーションとして本分野の研究を推進した。 
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次節では QS 機構の制御技術の開発動向を踏まえた AHL キャリアの設計について論
ずることとする。 
17 
1-3. Quorum sensing機構制御技術の開発動向とオートインデューサーキャリアの設計 
1-3-1. Quorum sensing機構制御技術の開発動向 
本論文では、QS機構カスケードの遺伝子発現を制御するすべての素過程が、AI濃度を鍵
として駆動されることに着目し、「人為的に」AI 濃度を可変とする AI キャリアによる QS 機構制
御を着想した。しかし、自然界にも AI 濃度の調節による QS 機構制御系の例が見出されてい
る。Bacillus cereusが生産する AiiAはMetallo--lactamase superfamilyに属し、AHLのホモ
セリンラクトン環のエステル結合を加水分解し開環させる AHL ラクトナーゼとして作用する 76。 
前節で議論したLuxR family proteinに分類されるTraRとAHLとの相互作用が示すとおり、 
 
Table 1-4  AHL加水分解酵素, AHL酸化還元酵素の報告例 
Enzyme name
AiiA
AttM
AhlK
AhlD
PON1-3
QsdA (AhlA)
QlcA
MCP
BpiB01, 04, 07
AiiM
AidH
QsdR1
DlhR
AidC
sisLac
QsdH
AhlS
Bacterial PON
Source
AHL Lactonase
Bacillus cereus
Agrobacterium tumefaciens C58
Klebsiella pneumoniae KCTC2241
Arthrobacter sp. IBN110
Mammalian liver
Rhodococcus erythropolis W2
Soil metagenome
Mycobacterium avium ssp.
Soil metagenome
Microbacterium testaceum StLB037
Ochrobactrum sp. T63
Rhizobium sp. NGR234
Rhizobium sp. NGR234
Chryseobacterium sp. StRB126
Sulfolobus islandicus
Pseudoalteromonas byunsanensis 1A01261
Solibacillus silvestris StLB046
Oceanicaulis alexandrii HTCC2633
AHL Acylase
AiiD
AhlM
PvdQ
QuiP
Aac
AiiC
HacB
AiiO
AibP
QsdB
Oxidoreductases
CYP102A1
BpiB09
Bacillus megaterium
Soil metagenome
Ralstonia sp. XJ12B
Streptomyces sp. M664
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Shewanella sp. MIB015
Anabaena sp. PCC7120
Pseudomonas syringae B728a
Ochrobactrum sp. A44
Brucella melitensis 16M
Soil metagenome
Reference
76
77
78
78
79
80
81
82
83
84
85
86
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
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LuxR family proteinが AHL分子を認識し捕捉するには、AHLのホモセリンラクトン環の酸素
原子、アミド結合部位における水素結合に加え、アシル鎖が基質結合部位のアミノ酸残基と疎
水性相互作用することが重要とされる 65。AHL ラクトナーゼはホモセリンラクトン環を開環させ
N-アシルホモセリンとすることで、LuxR family protein との結合活性を著しく減少させ、QS 機
構の阻害に効果的に寄与する 76。AHL 分解酵素は細菌のみからだけでなく哺乳類からも見
出されており(Table 1-4)76-104、哺乳類の肝臓から抽出された Paraoxonases (PON) は本来、有
機リン酸エステルの解毒に用いられているが AHLラクトナーゼとして寄与することも知られる 79。
ラクトナーゼの他にも、AHL が酵素反応によりプロセッシングを受けることで、QS 機構を不活
性とする Quorum quenching に関する報告は多い。例えば、AHLのアシル鎖とホモセリンラク
トン環のアミド結合を加水分解するAHLアシラーゼを生産する菌種は多い 92-101。アシル鎖の3
位のケト基をヒドロキシ基へと NADPH を還元剤として変換する酸化還元酵素 103、アシル鎖に
ヒドロキシ基を付与する酵素の存在が知られ 102、いずれも生成物のレセプターとの結合活性
が減少するためQS機構を阻害すると考えられている (Fig. 1-7)。ある特定の細菌がAHLを分
解あるいは修飾する酵素を生産する能力を有することは、多種多様な細菌が共生する自然界
の微生物複合系において、競合する他の細菌群の勢力を抑え、自らの生育に適した環境を
作りあげるために獲得した環境適応性に由来するのかもしれない。 
AI を分解あるいは化学修飾することで AI を QS 不活性な分子に変換する方法以外でも、
AI のアンタゴニストを利用してレセプタータンパク質の AI 認識サイトをブロックし、QS 機構を
阻害することが可能である。レセプターのブロッカー分子による拮抗阻害では、レセプターの 
 
Fig. 1-7 酵素反応による AHLのプロセッシングの例 104 
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Table 1-5 QS機構を阻害するアンタゴニストとして作用する天然化合物 104 
Natural compound Source
Plant extract                                                   
Macroalga
Green tea
Plants
Sweet basil
Seed exudates
Garlic extract
Cinnamomum zeylanicum
Vanilla beans extract 
Plant phenolic secondary metabolite
Macroalga
Plant extract
Grapefruit juice and extract
Curcuma longa
Musaceae extract
Citrus extract
Garlic extract
Garlic extract
Ellagitannin-rich extract form pomegranate
Horseradish extract
Plant extract
Piper betle extract
cuminum cyminum extract
Broccoli
Reference
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
3--hydroxy-urs-12-en-28-oic acid
Furanone
Epigallocatechin gallate
4-Aminobutanoic acid
(R)-O-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)lactic acid
L-α-Amino-γ-(guanidinooxy)-n-butyric acid
Garlic
Cinnamaldehyde
4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
Salicylic acid
(5Z)-4-bromo-5-(bromomethylene)-3-butyl-2(5H)-furanone
1,2,3-Trihydroxybenzene
Bergamottin
(E,E)-1,7-bis(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione
Musaceae
4',5,7-Trihydroxyflavanone
1-Allyldisulfanyl-3-(prop-2-ene-1-sulfinyl)-propene
2-amino-3-[prop-2-ene-1-sufinyl]-propionic acid
3,8-Dihydroxy-6H-benzo[c]chromen-6-one
1-Isothiocyanato-3-(methylsulfinyl)-propane
2', 3, 4', 5, 7-Pentahydroxyflavone
Piper betle
Cuminum byminum
4-methylthiobutyl isothiocyanate
 
二量化や標的遺伝子プロモーターとの結合活性に異常をきたし、QS 機構は遮断されるものと
推察される。自然界にはAIの構造類似体が存在し、QS機構に対し拮抗阻害効果を発現する
アンタゴニストも報告されている。天然に存在する AHL の構造類似体はその多くが藻類やニ
ンニク、グレープフルーツなどの植物から見出されている (Table 1-5)104-128。 
藻類から抽出されるフラノン類はQS機構の阻害に効果的であり、日和見感染菌Aeromonas 
hydrophilaにおけるQS機構に依存したバイオフィルム形成の阻害効果が報告されている 129。
LuxR family proteinに作用し拮抗阻害効果を発現するのは、天然物だけではない。レセプタ
ーと高い親和性を有するアンタゴニストを開発するために、様々な類似化合物が設計されスク
リーニングされている 130-132。 
AIのアンタゴニストや AHLプロセッシング酵素による QS機構阻害効果に関する先行研究
からわかるように、AI 濃度の調節が QS 機構を効果的に制御するための鍵となることは明らか
である。AIレセプターのブロッカー分子を用いず、更には AIを分解することもなしに QS機構
を制御するには、単純に系中に存在するAI分子を隔離しQS機構カスケードの一連の過程を
ブロックすれば良い。しかし夾雑物の多い培養系から優先的に AI のみを選別する優れたトラ
ップ剤は未だ報告されていない。先行研究として、菌体から培養液に排出された AHL を細胞
の外部でトラップし、十分な菌体増殖の後でさえも QS機構活性化の閾値濃度未満に AHLを
保持する高分子担体が提案されている。 
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環状オリゴ糖であるシクロデキストリン(CD)は、水溶液中においてその疎水性空孔の内部へ、
空孔サイズとフィットする疎水性分子を疎水性相互作用により取り込み、包接複合体 
(Inclusion complex)を形成することが知られる 17。天然物であるCDはスターチにシクロデキスト
リン合成酵素を反応させることで得られ、工業的には 6、7、8個のグルコピラノースが脱水縮合
した–、、CD が生産され供給されている。CD 分子はそれぞれの空孔サイズに対応して
取り込みに適した分子サイズがある 17。一般にアルキル鎖は、水系においてキャビティおよ
びキャビティと包接複合体を形成可能である。C6HSLのアシル鎖の場合にも、CDあるい
はCD と相互作用可能であることがプロトン核磁気共鳴スペクトル(1H-NMR) から確認され
ている 18。CD あるいはCDを培養液へ溶解させることで S. marcescensや P. aeruginosa
のQS機構を阻害し、QS機構依存性の色素生産の抑制などからその効果が示されている 13a。
CDが AHL と包接複合体を形成することで QS機構の不活性状態を維持できることは、CD 
あるいはヒドロキシプロピルCD (HPCD)を共有結合で固定化したヒドロゲルシート、電
界紡糸法(エレクトロスピニング法)で調製した高分子不織布を用いた試験結果より示されてい
る 133-135。高分子担体に結合させた CDであっても AHL分子を捕捉可能である。 
CDがAHLと 1対 1の複合体を形成するホスト分子であるのに対し、カルボキシル基を有す
る合成ポリマーが分子内、分子間で形成する水素結合あるいは相互作用により形成するミクロ
スフェアは、水素結合のドナー及びアクセプターとして多くの相互作用点を有する。Piletska ら
はカルボキシル基を有するポリイタコン酸を基本骨格とするポリマーがAHLと多点で水素結合
可能であることを分子シミュレーションから見出し、その AHL トラップ効果による QS 機構の阻
害効果を報告している 136。また彼らは後に、代表的なアクリル樹脂であるポリメタクリル酸メチ
ルをベースとして、イタコン酸あるいはメタクリル酸との共重合ポリマーを合成し、水素結合と疎
水性相互作用の双方により AHL をトラップし、QS 機構依存性のバイオフィルム生産が抑制さ
れることを見出した 137。 
人為的な QS 機構の活性化に関する報告は少ないが、Lu らは Table 1-1 に構造を示した
CAI-1から構成されるナノ粒子を調製し、V. choleraeのQS機構を活性化させた成功例を報告
している 138。また AI を系中へ直接添加することなしに QS 機構を活性化した例としては、
Fernandes らは AI-2の合成酵素 LuxS を含む融合タンパク質を遺伝子工学的手法で抽出し、
AI-2の前駆体を添加することでAI-2を生産するナノファクトリーを調製している 15。ナノファクト
リーとAI-2前駆体を培養液に添加するだけではAI-2依存性のQS機構の活性化効果は低い。
しかし、後にGuptaらがナノファクトリーをカプセル化することでQS機構の活性化効果を向上さ
21 
せている 139。 
これまでの QS機構制御のための材料開発は、新規 AHL分解酵素のスクリーニングやアン
タゴニストの設計も含め、主に QS機構を阻害する負制御を目指して行われてきている。QS機
構を活性化する正制御素材は、細菌から抽出した AI合成系を利用し in vitroで AI合成を実
現するアイディアに基づいている (Fig. 1-8)。更に先行研究を分類すれば、QS機構を人為的
に調節する合成素材開発では、QS 機構を活性化あるいは阻害する、どちらか片方への適用
を意図している。QS 機構の活性化と阻害の双方に高い効果を示す素材開発の例は見当たら
ない。 
QS 機構の阻害のために設計、試験されてきた AI トラップ材料は、菌体外に排出された AI
を疎水性相互作用や水素結合により取り込み、菌体周囲の AI を低濃度に維持する。様々な
細胞機能発現の鍵となる AIを環境中から隔離し除去する AI トラップ素材のコンセプトは本論
文で開発を目指す「AIキャリア」とは共有しているものの、AIトラップ素材の再生や再利用を含
めた AIの脱着、放出過程の考察には至っていない。 
AIを効果的に保持し、さらに任意のタイミングで AIを放出させる「AIキャリア」を創成するこ
とができれば QS 機構の阻害と活性化の双方の制御が可能となり、精密な微生物機能の制御
に繋がる可能性を秘める。人工カプセル内で AI 生産を行うバイオミメティックな材料設計に対
し、AIの効果的なトラップと保持、刺激応答性の AI放出を任意のタイミングで実現する AIキ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-8 QS機構を正制御する素材設計のアウトライン 
(A) バイオミメティックな in vitro AI合成系の構築  
(B) 薬物送達学の立場から設計した刺激応答性生理活性分子キャリア  
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ャリアの設計は、生理活性物質輸送キャリアに通じる視点からの材料設計であり、工学的な
DDS担体の分子設計に通じる。 
そこで次節では、生理活性物質輸送キャリアの開発動向について概説することとする。 
 
1-3-2. 生理活性物質輸送キャリアの開発動向 
 生理活性物質を効果的に体内の標的部位へ運び、任意のタイミングで適量作用させること
を目指し設計された薬物輸送系、DDS は、薬学、医学、生物学、工学などを組み合わせた学
際的な学問領域である。生理活性物質の体内での滞留時間の延長、生体バリアの透過や吸
収促進、標的細胞へのターゲティング、徐放制御などの目的に向けて様々なアプローチから
研究が進んでいる 140。 
薬理効果を最大とするには、キャリアに保持された生理活性物質を必要な速度で放出させ
る時間的制御と、キャリアを患部へ移送し、集積させ、患部でのみ優先的に生理活性物質を
放出させる空間的制御の双方を組み合わせ、目的に合わせて設計する必要がある 141。 
体内へ効果的に生理活性物質を輸送する方法には大きく分けて二つあり、生理活性物質
を化学的に修飾する方法と、輸送キャリアへ生理活性物質を内包させる方法がある。生理活
性物質を化学的に修飾したものはプロドラッグと呼ばれる 142。標的部位と親和性を有する担体
と組み合わせることで生理活性物質の標的部位へのターゲティングを実現し、疎水性の強い
生理活性物質を親水性の担体で保護することによる可溶化、生体適合性の担体で保護するこ
とによる抗原性の軽減などを可能とする。例えば、ポリエチレンオキシド(EO)は不揮発性、無
臭という特徴とともに免疫原性や毒性などの悪影響を及ぼさないため生体適合性を有する材
料として汎用的に用いられる。生理活性タンパク質であるインターフェロン–は慢性肝炎や悪
性腫瘍への治療に用いられるが、標的部位以外でもタンパク質分解酵素によって分解されて
しまうため、単独で投薬するには頻回な投与が余儀なくされる。一方、インターフェロン–へ
EOを付加した場合では、単独で投与した場合に比べ 3分の 1程度に頻度を減少させるととも
に、標的部位以外に対する抗原性を低下させることが可能となった 143。EO-インターフェロン
– (ペグインターフェロン–)は安全性が確認され、ペグイントロンという商品名で米国のシェ
リング・プラウより、ペガシスいう商品名で日本の中外製薬より製造販売されている。糖やタン
パク質などを生理活性物質へ結合させたプロドラッグでは、生理活性物質と結合する部位が
生体内の酵素によって分解され、標的部位に到達した際には生理活性物質が本来の形態に
戻り生理活性を発揮させるターゲティングを可能とする 142。 
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低分子量を有する生理活性物質は体内の滞留時間が短いが、担体で包括することで見か
けの分子サイズを増大させ、滞留時間を延長することが可能となる。一般的に、分子量が 3 万
以上の分子では腎臓における尿中排泄が抑制され血中滞留性が向上することが知られる 144。
また微粒子を用いた DDS の評価から、臓器によって蓄積しやすい分子サイズは異なり、分子
サイズの精密な制御によって標的部位へのターゲティングも可能となることが明らかとなってい
る 145。特に癌細胞周囲の血管はナノメートルレベルの血管内皮細胞に間隙があり、リンパ系の
欠如によりナノメートル程度の分子サイズの分子が選択的に蓄積する性質 (enhanced 
permeability and retention effect: EPR効果)が知られている 146。また、静脈に投与する際には
毛細血管に引っかからないよう1 m未満であることが望まれることから、nmオーダーの粒径を
有するキャリア、特にナノ粒子に関する研究が進められ成功している 141。輸送キャリアは、高分
子担体では高分子ミセル、微粒子分散系、低分子量ユニットから形成される担体では生体膜
構成成分であるリン脂質から形成される二重膜、糖、カーボンナノチューブ、フラーレン、ペプ
チド、さらには金属微粒子など多岐にわたる検討例がある 147-152。 
キャリアに内包された生理活性物質は、上述のように生体内における酵素による分解や pH
変化、希釈、周囲の疎水性の変化、光照射などの外部刺激により徐放されるように設計される
ことが多い 141。例えば、光開裂性を持つ構造で構築されるキャリアは特定の波長を有する光を
照射することで崩壊し、内包されていた生理活性物質の徐放が可能となる。天然物である 7-ヒ
ドロキシクマリンの二量体を骨格に有する高分子などが光感受性部位として検討されている
153。 
 
1-3-3. オートインデューサーキャリアの設計 
本研究でターゲットとした AHLは疎水性部位と親水性部位を有する両親媒性の分子であり、
AHLと親和性を有するホスト分子は疎水性相互作用および水素結合によりAHLを捕捉すると
考えられる。共有結合せずにキャリアへ AHL を保持させるには、CD17 やカリックスアレーン
(calixarene)154などの包接能を有するホスト分子に AHL を捕捉する方法、疎水場を形成可能
なナノキャリアへ AHLを内包させる方法があると考えられる。 
CD は疎水性ドラッグを包接するキャリアとして利用されている。例えば、CD によってプロ
スタグランジン E1のアルキル鎖を包接し水系に可溶化させたことで、プロスタグランジン E1は
Prostandinという商品名で点滴薬として商品化されている 17。 
また、CD と疎水性物質との相互作用は平衡反応であり、周囲の疎水性環境によって疎水
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性物質を包接するだけでなく放出させることも可能である。例えば、香料とCDとの包接複合体
の乾燥物は、水と接触させることで香料の放出が可能であることが報告されている 17。CDは医
薬品のみならず食品添加物等へも広く利用されている。CDおよび βCD と AHLのアシル
鎖は、疎水性相互作用により 1:1 の複合体を形成することが既に確認されており、CD を培養
液に溶解させることで AHL 依存性の QS 機構を阻害する AHL トラップ法の報告があり、その
効果が実証されている 13a。CDは周囲の溶媒の極性に依存して疎水性物質を包接・放出可能
とする超分子であるため、トラップされたAHLを放出させ洗浄、再利用する再生工程の導入や、
QS 機構の正制御に利用可能な AHL キャリアにも成り得る。オリゴ糖である CD は、一部の微
生物により分解される可能性があるため CD を固定化した複合材料とすることで長期間にわた
り安定な利用が見込まれること、固定化素材であれば容易に回収が可能でありコストの削減に
寄与できることなどの長所を加味し、本論文では、CDを固定化したミクロスフェアをAHLキャリ
アの一つとして設計した。 
 これまでに、生理活性物質を内包する上述のナノ粒子をキャリアとして用いた成功例が多く
知られ、本論文でターゲットとする AHL を保持するキャリアとしても効果を発揮すると考えられ
る。特に生体適合性が確認され実用化の進む EO を用いたナノ粒子は、今後 AI キャリアによ
るQS機構制御を生体内で行う際にも有効であると推察される。多様な細菌群集が共生する腸
内細菌には、AHL合成菌とAHL分解菌の双方が存在することが報告されている。例えばアユ
の腸内フローラから AHL 分解能を有する Shewanella 属細菌が単離された報告もある 155。QS
機構制御のニーズは、ヒトへの感染症予防のみでは無い。魚病細菌や植物病原菌、活性汚
泥に代表される微生物複合系など、その応用範囲は広範である。 
EO分子は水系に溶解するものの疎水性高分子とのブロックポリマーとすると、疎水性ユニッ
トの自己組織化により疎水性コアを有するミセルを形成することが知られている。ドキソルビシ
ン(doxorubicin)は疎水性で水に難溶な抗悪性腫瘍剤(抗がん剤)であるが、EOを結合させるこ
とで EO 層を外側 に配置した親水性シェル層 として水溶液内に分散し、生体内で安定に存
在できることが報告されている 156。 
EO 分子の水中での特性に着目すると、極めて特徴的な物性を示すことが知られている 157。
EO の有するエーテル結合の酸素原子と溶媒である水分子との間では、強い水素結合が形成
されるため、Flory-Huggins相互作用パラメーターである χパラメーター値は小さく (< 0.5)、EO
は水への溶解性に優れている 158。水溶液とした際の第二ビリアル係数 A2 が大きいことから、
水中ではかさ高いコンフォメーションをとっており、他の水溶性ポリマーに比べ排除体積効果
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が大きい特徴を有する 158。EO鎖の運動性は高くMobility factor (σ) が他の水溶性高分子より
も小さいことが特徴的である 157。 親水性が強く、運動性にも優れた EO 鎖は、水中での分散
性に優れたミセルの形成に寄与する。 
生理活性物質と結合させた例だけではない。疎水性の PO と結合させた EO-PO-EO 型のト
リブロックコポリマーであるポロキサマーは、水溶液内で適切な条件に設定することで自己組
織化ミセルを形成することが知られ、その内部の疎水性領域に疎水性の生理活性物質を保持
可能となることが知られている 159。ミセルの形成はポロキサマーの濃度に依存するため、特別
な物理刺激応答性を付与せずとも希釈するのみでミセルを崩壊させ、生理活性物質を放出さ
せることが可能である。親水性部位と疎水性部位からなるポロキサマーは、水素結合、疎水性
相互作用によって効果的に AHLを内包可能となる可能性があると推察した。 
以上のことなどから本研究では、ポロキサマーを第二の AHLキャリアとして選択した。 
 
1-3-4 本研究の目的と意義 
本研究の目的は、細菌の細胞間情報伝達機構である QS 機構を正と負に制御可能とする
AIキャリアの創成とその効果の検証である。 
細菌は進化の歴史の中でQS機構を獲得したことにより、多様で高度な集団挙動を可能とし
た。QS 機構について微生物生態学、分子生物学等の立場から様々な解析が進み基礎的な
知見が集約されていくにつれ、細胞機能を人為的に制御する工学的なアイディア、ニーズが
生まれ、QS機構阻害、活性化技術の開発が求められるようになってきている。次世代シークエ
ンサーの普及と共に遺伝学的な解析が加速度的に進む一方で、細胞機能を利用しコントロー
ルする工学的な研究、開発は緒についたばかりである。 
QS 機構が活性化され形質が発現するまでの作用機序を、AI 分子の動態から分子レベル
で追跡し理解すると、細胞を源とする単なる AI分子の拡散現象が震源となり、集団として形質
を示す細菌の生命活動の一端が見えてくる。QS機構では、AI分子の濃度が最重要な情報で
あり、標的遺伝子が保有する個々の遺伝情報さえも AI 分子の管理下にある。細菌の集団機
能を攪乱し人間のコントール下に置くには、細胞外で AI を捕えることが、もっとも容易かつ本
質的な制御法に成り得る。本研究では AI濃度を調節する AIキャリアを着想し、QS機構の人
為的な制御手法の確立を目指した。 
これまでの QS 機構制御に関する先行研究を俯瞰すると、AI の酵素分解、AI のアンタゴニ
ストの添加によって AI レセプターの機能をブロックするという、自然界で行われている現象の
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解明に端を発した研究例が蓄積されている。AHL 加水分解酵素を生産する AHL 分解細菌
76-101、AHLのアンタゴニスト活性を有する天然物が報告されている 12。工学的な QS機構制御
素材としては、新たに設計した非天然型の AHL アンタゴニストに関し多くの研究例がある
130-132。更に、細胞外で AHL をトラップし AHL を QS 機構活性化の閾値濃度未満に維持する
高分子担体、AHL トラップ法の概念が提案され、試験されている 133-137。QS 機構の阻害に特
化した AHL トラップ法の概念に対し、本論文では細胞外で AHL を捕え必要に応じて放出す
る AIキャリアを、第二世代の QS制御素材と位置付け、新たな素材開発の方向性を示す指標
としたい。これまでに、同一素材を用いてQS機構の正制御および負制御を実現した分子設計
の報告例は見当たらない。 
本論文のターゲットは、多くのグラム陰性細菌で生産され、数多くの遺伝子を発現させる司
令塔となっている AHL である。AHL は、L-ホモセリンラクトンに化学構造の異なるアシル鎖が
結合した両親媒性分子であるため、AI キャリアを形成する分子鎖とは水素結合、疎水性相互
作用を主たる結合として複合体を形成させる必要がある。これまで報告されている生理活性物
質輸送キャリアに関する知見から、生体適合性の高い素材としてシクロデキストリン(CD)と、ポ
リエチレンオキシド(EO)を主成分とするポロキサマーを選択した。どちらも、水溶液中において
物理的な相互作用のみで、生理活性分子を捕捉する機能性素材である。 
AI キャリアの利用範囲は広く、自然界、生活住環境、生き物の生育環境、生体内など多岐
にわたるため、生体適合性、安全性の高い素材が求められる。 
AI キャリアを利用する水中には、未同定の複数の細菌が生息している可能性も高い。環境
中の微生物複合系では、化学構造の異なる多様な AI 分子が混在しており、試料中の QS 機
構を調節するには、化学構造の異なるAI分子群を一括して捕獲・放出できるナノキャリアが適
している。CD およびポロキサマーは、それぞれ疎水性キャビティ、ミセルの疎水性コア領域に
主に疎水性相互作用により AIを捕獲し保持するため、分子の識別、選択性が高いとは考えら
れない。しかし、そのファジーな分子認識こそが、一種類の AI キャリアが微生物複合系の QS
機構を調節するための鍵であり、工学的に高いポテンシャルとして評価できる。将来的には、
特定の化学構造に特化したキャリア設計、複数種の AI と相互作用可能な汎用性のあるキャリ
ア設計の双方が重要となり、使い分けられるのかもしれない。 
本論文の構成は以下のとおりである。 
第一章は緒論であり、研究背景、AIによる情報伝達と QS機構による機能発現、AI分子
の特徴、QS 機構制御技術の開発動向、生理活性物質輸送キャリアの開発動向等につい
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て述べ、それらを踏まえた研究の意義と研究目的を述べた。 
第二章では、CD を固定化したコア/シェル型ミクロスフェアを調製し、Serratia marcescens 
AS-1、Pseudomonas aeruginosa AS-3におけるQS機構の負制御について評価した。コア層に
機械的強度に優れたポリスチレン、シェル層に親水性のポリメタクリル酸を配置し、そこへ
CDを固定化した。耐圧性に優れる AIキャリアとして設計した本 CD固定化ミクロスフェアは、
高圧下で運転される逆浸透膜を用いた水処理施設などでの利用が期待される。 
第三章では、自己組織化トリブロックコポリマーであるポロキサマーミセルを用いて、
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508株のQS機構を負制御し、その効果を
評価した。Pseudomonas属細菌は感染症に関わる例も多く知られ、QS機構を介した病原性因
子の発現も報告されている。QS 機構の制御は新しい感染症予防法として期待されている。将
来的には、AI キャリアを生き物の生育環境、生体内等へ適用することを視野に入れ、生体安
全性に優れ医薬分野で使用実績のある EO を主成分とするポロキサマーを AI キャリアとして
選択し評価した。 
第四章では、ポロキサマーミセルを用いて S. marcescensの QS機構を正に制御可能である
ことを実証した。ポロキサマーミセルに AS-1株が合成し培養液に排出した AHLを保持させた
後に、これを分離し AHL合成遺伝子破壊株である S. marcescens AS-1S (spnI::kan)に添加
した。ポロキサマーが CMCを有することを利用し、ポロキサマー濃度によりミセルの崩壊を誘
導して、ミセルから放出された AHLが AS-1S株の QS機構を活性化することを示した。 
第五章は結論であり、本研究において得られた知見を総括し結論としてまとめた。 
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第 2章   
シクロデキストリン固定化ミクロスフェアを用いる 
Quorum sensing の負制御 
 
2-1. 緒言 
細菌は単細胞生物であるものの、情報伝達機構を介した高度な集団挙動が一部の細菌間
に存在することが報告されている。細菌の細胞間情報伝達機構の一つである Quorum sensing 
(QS)では、シグナル分子であるオートインデューサー(AI)を細菌間でやり取りし、集団として遺
伝子発現を制御する。グラム陰性細菌では、AIとしてN-アシルホモセリンラクトン(AHL)を生産
する例が多く、バイオフィルム形成、病原性因子の生産、生物発光などの様々な細胞機能を
制御している 1-3。多くの細菌で生産されるAHL分子は、ホモセリンラクトン環に異なる鎖長、異
なる官能基を有するアシル鎖が結合した化学構造を有し 4、その骨格はどの AHL シグナルで
も共通である。そのため、AI を認識するレセプタータンパク質のアミノ酸シークエンスの主要部
位が保存されていることも多い。これらは、先駆的に解析が進められた Vibrio fischeri が生産
するN-(3-oxo-hexanoyl) homoserine lactoneのレセプタータンパク質 LuxRのホモログであるた
め、LuxRファミリータンパク質 (LuxR family proteins) と呼ばれ、複数の細菌における QS関
連遺伝子の発現の活性化に寄与している 5。LuxR ファミリータンパク質は、N-末端ドメインで
AHL を、C-末端ドメインで DNA を認識する二つの基質結合部位を有し、AHL と複合体を形
成することでコンフォメーションが変化し、C 末端ドメインにおける DNA 認識サイトの結合活性
が変化するため、QS機構カスケードの開始反応と位置付けられると考えられる 6。AHL と相互
作用する際に、レセプタータンパク質の二量化が起こる例も多く報告されている 7,8。 
AHL とレセプタータンパク質の複合体形成に着目した QS 機構の人為制御は、バイオフィ
ルム形成の抑制あるいは促進の手段として注目される。グラム陰性細菌のQS機構を阻害する
技術としては、AHL の酵素分解法あるいはレセプタータンパク質の拮抗阻害法が報告されて
いる 9,10。例えば、AHL アシラーゼによる AHL の加水分解により生産される L-ホモセリンラクト
ンは、レセプタータンパク質との結合定数が激減するため QS 機構の不活性な状態を維持可
能とする 11。また、レセプタータンパク質との高い結合活性を有する AHLのアンタゴニストが報
告されており、AHL とレセプタータンパク質の複合体形成を競争的に阻害する 12。一方、AHL
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の捕捉による QS機構の阻害法も報告されている。, シクロデキストリン(CD)は、水系にお
いてその疎水性キャビティにAHLのアシル鎖を疎水性相互作用により取り込むことで、AHLと
包接複合体を形成する 13。包接複合体の形成は、CD を担体に固定化しても同様に起こるた
め、CD固定化ヒドロゲルシート、CD固定化高分子ファイバーなどの QS阻害試験が報告され
ている 14-16。N-hexanoylhomoserine lactone (C6HSL)、N-(3-oxo-hexanoyl)homoserine lactone 
（3oxoC6HSL）濃度依存性の QS機構を有する Serratia marcescensにおけるプロディジオシン
生産 17 、 N-(3-oxo-dodecanoyl)homoserine lactone (3oxoC12HSL)濃度依存性である
Pseudomonas aeruginosaの las系 QS機構のレポーター酵素 ガラクトシダーゼの生産を効
果的に阻害可能であることが示されている 18。CD は米国食品医薬品局(US Food and Drug 
Administration : FDA)、欧州及びアジア諸国において食品添加物、医薬品添加物として認可
されており、生体安全性が確認されている QS 機構阻害材料は、利用価値が高いと考えられ
る。 
細胞膜で隔てられた細胞内外を AHL が移動する駆動力は、濃度勾配に依存した拡散現
象のみではない。長鎖 AHL の輸送では、細菌が有する薬剤排出ポンプの寄与が報告されて
いる 19,20。菌体が増殖を繰り返すことで菌体密度が上昇すると、細胞外部へ移動した AHL 分
子は細胞周囲に累積し、AHL 濃度は上昇する。閾値を超えた AHL 濃度の上昇により誘導さ
れる AHL とレセプタータンパク質の複合体は、標的遺伝子のプロモーター領域と相互作用し、
標的遺伝子の発現を活性化する。S. marcescens AS-1における QS機構を例にとれば、LuxR
ファミリータンパク質である SpnR は spn オペロンに対してネガティブレギュレーターとして作用
し 21、pig オペロンを活性化することでプロディジオシン合成酵素の生産が誘導されることが報
告されている 22。さらに、QS 機構の関連した遺伝子発現系は、同一細胞内で一つとは限らな
い。化学構造の異なるオートインデューサーを認識するそれぞれのレセプターが細胞内に共
存し、異なる QS機構を互いに関連しながら活性化する例も報告されている。P. aeruginosaに
おける二つの QS 関連遺伝子 lasB、rhlA は、それぞれ 3oxoC12HSL、N-butanoylhomoserine 
lactone (C4HSL) により制御されている 23。例えばエラスターゼの誘導は las系QS機構の支配
下にあるものの、充分量のエラスターゼの発現には rhl系 QS機構の活性化も必須である 23。 
AHLを細胞外で捕捉することで、AHL濃度を QS機構の活性化に必要な閾値未満に保持
すれば、標的遺伝子の発現を抑制し QS 機構の不活性状態が維持可能となる。本章では CD
を AHL の捕捉材料として利用するために有用なコア/シェルミクロスフェアを調製し、QS 機構
阻害効果を検討することとした。本研究では、ポリスチレン (PSt) コア表面へ形成させた親水
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性ポリメタクリル酸(polyMA)シェル層へCD を固定する担体を設計した。機械的強度に優れ
た PSt 粒子はエマルション重合によって簡便に調製可能であり、粒径制御も可能である。耐久
性の高い疎水性 PStを核として、その周囲を親水性ポリマーで被覆することで水溶液における
PSt ミクロスフェアの分散性は向上する。親水性のシェル層に CD分子を固定化することで、水
溶液中のゲスト分子を効果的に包接可能となる。使用後の再生工程により再利用が可能な
CD固定化 AHL捕捉担体を用いることで、必要な CD使用量を低く抑え、システム全体のコス
ト削減が期待される。CD 固定化担体に機械的強度を付与することで、ミクロスフェアの再利用
は容易となる。 
 耐圧性に優れ、高い機械的強度を有するミクロスフェアは、膜分離活性汚泥法 (Membrane 
Bioreactor: MBR) を利用する水処理システムへの応用が期待される。処理水の分離に逆浸
透 (Reverse Osmosis: RO) 膜を使用する水処理プラントでは、塩素殺菌前に数MPaの高圧
条件で処理水を RO 膜へ通液する 24。RO 膜は 2 nm 以下の孔径を有するために分画分子
量は 100-200 Daであり 25、下水処理水や、あるいはタンパク質、多糖、核酸、死菌由来の有機
成分を含む細菌培養液由来の水溶液を対象とする逆浸透膜濾過では、細孔の目詰まりや膜
面に形成したケーキ層に由来して濾速が低下するファウリングを起こしやすいことが知られる 26。
分離膜表面に形成するバイオフィルムは、膜ファウリングを引き起こす重要なファクターの一つ
であり、バイオフィルム形成阻害のニーズは高い。AHL依存性の QS機構によって誘導される
バイオフィルム形成は、QS 機構の阻害により抑制可能であると期待されている。耐圧性に優
れた CD 固定化ミクロスフェアは、AHL の捕捉により QS 機構を不活性な状態に保つことで、
RO 膜面上におけるバイオフィルム形成阻害が期待されている。CD 等のオリゴ糖を多量に含
む処理水の逆浸透膜濾過は、ファウリングの要因となって濾速を低下させる可能性もあるため、
フリーの CD を添加する AHL 濃度制御は適さない。QS 機構を阻害する多くのニーズは微生
物を含む様々な生態系が存在する環境水を対象としているため、共存させた CD 分子は分解
される可能もあり、QS阻害活性を維持するには CD濃度を一定に保持する必要があること、フ
リーの CD添加系では CD分子の回収と再利用が困難であること等から、水処理に必要なコス
トは大きく膨れ上がる可能性がある。 
 高分子ミクロスフェアを利用するQS機構の阻害試験 (Quorum Quenching)として、AHLアシ
ラーゼを生産する AHL 分解細菌を内包したアルギン酸ゲルビーズを検討した先行研究があ
る 27。 
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Fig. 2-1 (A)AHL分解細菌を包括した固定化微生物カプセルの研究例 27、 
(B)本論文で設計した CD固定化ミクロスフェア © 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
 
KimらはAHLアシラーゼを産生する Rhodococcus sp. BH4を前培養後、菌体を採取し、
アルギン酸ナトリウム水溶液中に分散させた後に、CaCl2 溶液へ滴下することで菌体を
包括固定したアルギン酸ゲルカプセルを調製している。ポリフッ化ビニリデン膜 
(ZeeWeed 500, GE-Zenon, USA)を用いたMBRを対象として、活性汚泥とカプセルを混合
した際のファウリング抑制効果を実験室レベルで試験している。AHL の加水分解によ
りバイオファウリングが抑制され、菌体を含まないカプセルに比べ 1.6倍の抑制効果が
あることを報告している 27。直接ゲルカプセルが膜面と衝突するため、物理的に膜上のファ
ウリング物質をかきとる効果があることも指摘されている。 
これらの一連の報告は、活性汚泥細菌による MBR 上のバイオフィルム形成には、QS 機構
が深く関与しており、QS機構を阻害することができればバイオファウリングを抑制できる可能性
を示している。 
更に、これまでに試験されているQS阻害に用いられたミクロスフェアは、微生物の固定化に
適したアルギン酸などのヒドロゲルビーズなどのソフトマテリアルが多い。そこで本研究では、
将来的な再利用などを視野にいれて、機械的強度と水系への分散性を有するコア/シェル型ミ
クロスフェアを設計した。 
CDの固定化はAHLを捕捉しAHL依存性のQS機構を阻害するために有効な手段である。
本研究では、CD固定化ミクロスフェアを用いたQS機構の阻害効果を明らかにするために、モ
デル細菌として S. marcescens AS-1を選択した (Fig. 2-2)。 
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Fig. 2-2 S. marcescens AS-1株における AHL依存性のプロディジオシン生産の模式図 
© 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
 
AS-1株は、C6HSL及び 3oxoC6HSL をオートインデューサーとして生産し、pig遺伝子クラ
ス タ ー の 発 現 を 制 御 し て い る 。 プ ロ デ ィ ジ オ シ ン (4-methoxy-5-[(Z)-(5-methyl- 
4-pentyl-2H-pyrrol-2-ylidene)methyl]-1H, 1’H-2,2’-bipyrrole: prodigiosin)の生産は AHL濃度
依存性のQS機構により制御されており、QS機構の活性化に伴い培養液は赤変するため、QS
機構の活性化を視覚的にも可視化可能である。同様に、P. aeruginosa AS-3をモデル細菌とし
て選択し QS 機構の阻害効果を評価した。P. aeruginosa AS-3 では N-butyrylhomoserine 
lactone (C4HSL)依存性の rhlA-QS 機構によ り 、緑色色素であるピオシアニン 
(5-methyl-1(5H)-phenazinone: pyocyanin) を生産する。セラチア菌のプロディジオシンが細胞
内に蓄積されるのに対し、緑膿菌が生産するピオシアニンは細胞外へ放出される。そのため、
プロディジオシンは菌体ペレットの破砕により、ピオシアニンは培養上清から所定の方法で抽
出した。 
 本研究の目的は、CD を親水性シェル層に固定化したコア/シェルミクロスフェアの調製と
キャラクタリゼーション、CD 固定化コア/シェルミクロスフェアへの AHL のトラップを原理とする
QS阻害効果を評価することである。QS阻害効果は、S. marcescnes AS-1におけるプロディジ
オシン生産量と、P. aeruginosa AS-3におけるピオシアニン生産量を追跡することで評価した。
堅牢なコアを有する CD 固定化材料は、膜分離プロセスなどの高圧システムにおいても AHL
捕捉材料としての応用が期待される。 
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2-2. 実験方法 
2-2-1. 試薬 
シクロデキストリン 関東化学 
塩化 4-トルエンスルホニル 関東化学 
エチレンジアミン 関東化学 
スチレン 関東化学 
メタクリル酸 (MA) 関東化学 
エチレンジアミン四酢酸(EDTA) 関東化学 
ホルムアルデヒドスルホキシル酸ナトリウム (SFS) 関東化学 
2,2’-アゾビス 2-メチルブチロニトリル 和光純薬 
クメンヒドロペルオキシド(CHPO) 和光純薬 
ポリビニルピロリドン (360,000) ALDRICH  
1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド(EDC) ペプチド研究所 
Triton X-305 ALDRICH  
FeSO4・7H2O 関東化学 
 
2-2-2. 装置 
レーザー回折/散乱式粒子径分布測定装置 堀場製作所 LA-300 (5 mL 石英バッチセル) 
ナノ粒子解析装置(ゼータ電位測定) 堀場製作所 SZ-100Z 
デジタルマイクロスコープ 朝日光学機 MS-200 (MS-Z420ズームレンズ: 420-5,000倍) 
紫外可視分光光度計 日本分光 V-550DS 
高速液体クロマトグラフィー 
ポンプ:日本分光 PU-2080 plus 
示差屈折率検出器 島津製作所 RID-6A 
SECカラム [Shimpack Diol 150 (φ: 7.9 mm, 250 mm), Shimadzu] 
 
2-2-3. コア/シェルミクロスフェアの調製 
 Mono(6-deoxy-6-N, N-diethylamino)-β-CD は既存の方法に従い調製した 28,29。簡潔に合成
法を述べると、まず始めに塩化4-トルエンスルホニルをCDアルカリ水溶液に添加することで、
CD の一級水酸基の一つのみをトシル化する一点修飾法により 6-O-monotosyl-6- 
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deoxy-β-CDを合成した。その粗結晶をエチレンジアミンへ溶解させ、50Cまで加熱することで
Mono(6-deoxy-6-N, N-diethylamino)-β-CDを合成し再結晶により精製した。 
コア/シェルミクロスフェアは、二段階エマルション重合法により調製した 30,31。コアを形成させ
るために、250 mL 三ツ口フラスコで St 25.0 g、ポリビニルピロリドン 4.0 g、2,2’-アゾビス(2-メチ
ルブチロニトリル)1.0 g、Triton X-305 1.4 g、エタノール 75 gを窒素雰囲気下で混合し、撹拌 
(300 rpm) しながら 70Cに加熱して PStコアを調製した。24 h後、St 0.1g、CHPO 30 mgを添
加し、PSt コアを膨潤させた。PSt コアを遠心分離し(4000 rpm, 15 min)、溶媒をエタノールから
水へ置換した。 
PSt コアの表面に親水性のポリメタクリル酸シェル層を形成するため、FeSO4・7H2O 40 mg, 
EDTA 30 mg, SFS 20 mg、MA 0.9 mLを含む 10 mLの水溶液を 3 hかけてゆっくりと PSt コア
水溶液 50 mLに添加し、三ツ口フラスコ中で室温にて 12 h反応させた。PSt ミクロスフェアを
Stで膨潤させる際に疎水性のCHPOは、PStコア内部に保持され、PStコア表面において Fe2+
により還元されることでラジカルを形成すると考えられる。PSt コア表面に存在する CHPO ラジ
カルにより MA モノマーの重合反応が進行しシェル層を形成させ PSt(MA)ミクロスフェアを得
た。このシェル形成反応では、polyMA の架橋剤は未添加であるため、コロナ型の linear 
polymer が成長する。懸濁液を遠心分離することでミクロスフェアを沈降させ、得られたペレット
を水へ再懸濁した。PSt(MA)ミクロスフェアに存在するカルボキシル基の量から MA の固定化
量を見積もるために、0.014 wt% PSt(MA)懸濁水溶液を NaOH 水溶液で滴定し滴定率 (Ft) 
と pH の関係を得た 。 次に 、 polyMA のカルボキ シル基 と Mono(6-deoxy-6-N, 
N-diethylamino)-β-CD の末端アミノ基を、EDC を用いてカップリング反応し β-CD を固定化
することで PSt(MA/CD)ミクロスフェアを得た。ミクロスフェアへの CD の固定化量は、未固
定の CD量を高速液体クロマトグラフィーの示差屈折率測定により決定し算出した。 
 
2-2-4. コア/シェルミクロスフェアのキャラクタリゼーション 
 合成したミクロスフェアは水溶液に分散させシェル層が膨潤した状態で使用する。水中にお
けるミクロスフェアのモルフォロジーは、デジタルマイクロスコープ（MS-200）を用いて観察した。
ミクロスフェアの粒子径分布は、0.1-600 mの範囲で粒子径を測定可能なレーザー回折/散乱
式粒子径分布測定装置（LA-300）を用いて決定した。5 mL 石英バッチセルに水を満たし、所
定量のミクロスフェア懸濁水溶液を混合することで測定試料の濁度を最適化した。得られた粒
子径は体積分布及び個数分布で解析し、粒子径積算分布(フルイ下)の 10、50、90に相
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当する粒子径(d10, d50(メジアン径), d90)を決定した。それぞれのミクロスフェアは、専用の電
極付きセルを用いてレーザードップラー(laser-Doppler velocimetry)法によりゼータ電位を決定
した(SZ-100Z)。 
 
2-2-5. S. marcescens AS-1に対する CD 固定化ミクロスフェアの QS阻害効果 
PSt(MA/CD)を所定量加えたLuria-Bertani (LB) 培地 4 mL中で S. marcescnes AS-1を
振とう培養 (25C、15 h)した。浮遊菌体と添加したミクロスフェアを分離する目的で、培養終了
後に、4Cで24 h培養液を静置することでミクロスフェアを沈降させた。この培養液上清の濁度
(OD600)を測定することで、見かけの菌体密度を評価した。AHL 濃度依存性の QS 機構により
発現した赤色色素プロディジオシンは菌体内部に蓄積されるため、遠心分離 (13,200 rpm, 5 
min) により集菌し、菌体ペレットから抽出することで評価した。遠心分離した上清を除去した
後、4(v/v) 塩酸エタノール溶液へ菌体ペレットを再懸濁させ、菌体ペレットの赤色がすべて
水溶液に移行するまでボルテックスにより撹拌を続けた。遠心分離により再度、菌体成分を沈
降させて除去し、上清に含まれるプロディジオシン量を吸収極大波長である 534 nmの吸光度
測定により決定した (Abs534) 32。単位菌体量あたりのプロディジオシン生産量として
Abs534/OD600 を算出した。ミクロスフェアを未添加とし、同じ培養条件で同時に振とう培養した
control の Abs534/OD600値でそれぞれの測定結果を除することで規格化を行い、相対プロディ
ジオシン生産量 (Relative prodigiosin production: RPP)を算出し、QS阻害効果の指標とした。
RPPの変動係数 (CV) を 3回の測定結果から見積もると、ミクロスフェア添加の有無に関わ
らず 7.7であった。 
 
2-2-6. P. aeruginosa AS-3に対する CD 固定化ミクロスフェアの QS阻害効果 
 2.5 wt PStコアあるいは PSt(MA/CD)を添加した LB培地 4 mL中で P. aeruginosa AS-3
を振とう培養した(30C、18 h)。緑色色素ピオシアニンは菌体外に移行し、培養液に蓄積する
色素であるため、ミクロスフェア及び菌体を遠心除去した後に、上清に所定量のクロロホルムを
加えることでクロロホルム相へ抽出した。クロロホルム相にはピオシアニン以外の疎水性分子も
抽出されている。ピオシアニンは希塩酸溶液へ再抽出が可能であり、酸性条件では緑から赤
色へと色調が変化する。そのため 520 nmにおける吸光度 Abs520からピオシアニン量を決定し
た 33。ミクロスフェアを未添加とし、同じ培養条件で同時に振とう培養した control の
Abs520/OD600 値でそれぞれの測定結果を除することで規格化を行い、相対ピオシアニン生産
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量 (Relative pyocyanin production: RPP)を算出し、QS阻害効果の指標とした。RPPの変動係
数 (CV) を 3回の測定結果から見積もると、ミクロスフェア添加の有無に関わらず 7.2であ
った。 
 
2-2-7. バイオアッセイによる AHL検出 
 P. aeruginosa AS-3の培養液を遠心分離 (13,200 rpm, 5 min)し、菌体、ミクロスフェアを除去
した。上清に酢酸エチルを混合することでAHLを酢酸エチル相へ抽出し、ロータリーエバポレ
ーターを用いて乾固した。ここへ所定量のジメチルスルホキシド(DMSO)を添加し AHL を溶解
させた。短鎖 AHL(C4-C8)のレポーター株である Chromobacterium violaceum CV026 を
0.1(w/w) カナマイシンを含む LB液体培地 4 mL中で前培養(30C)した 34, 35。一方、LB寒
天培地を調製するために所定量の培地成分をオートクレーブ処理し、室温で放冷することで
冷却し、ゲル化する直前に CV026 株の培養液を添加し撹拌した。ペトリディッシュに分注し室
温で放冷することで、短鎖 AHL を検出可能な CV026 寒天プレートを調製した。寒天プレート
上面にペーパーディスク(φ8 mm)を配置し、水と混和可能な DMSO を溶媒とした AHL 抽出
液をペーパーディスクへ 15 L添加し、30Cで 10 hインキュベートした。CV026はAHL合成
遺伝子破壊株ではあるものの、外部から添加された AHLに応答して QS機構が活性化される。
QS機構を介して紫色色素ビオラセインを生産するため、AHL存在下では CV026寒天プレー
ト上に紫色のスポットが出現する。紫色スポットの直径は AHL 量と正の相関があり、AHL 量の
視覚化が可能である。 
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2-3. 結果と考察 
2-3-1. CD固定化ミクロスフェアのキャラクタリゼーション 
PSt は機械的強度に優れていること 36、単分散粒子の合成例があること 31、磁性を付与する
複合材料の設計や PSt 粒子をコアとしてその表面を様々な異種ポリマーで被覆するシェル層
を形成した報告例があることなど 37、多くの機能性付与の実績があることなどから本研究で選
択した。本研究で着目したのはコア/シェル型ミクロスフェアの構築である。 
PSt コア粒子は、2,2’-アゾビス 2-メチルブチロニトリルを重合開始剤、ポリビニルピロリドンを
安定剤、Triton X-305を補助安定剤として用いて調製した 31。レドックス開始剤である CHPOと
St で膨潤させた PSt コアへ、レドックス開始剤である Fe2+/EDTA/SFS を含む水溶液を加えるこ
とで、St、MA の界面開始重合を誘導した。カルボキシル基を有する親水性の polyMA シェル
層へ、水溶性カルボジイミドを用いてMono(6-deoxy-6-N, N-diethylamino)-β-CDを反応させ、
シェル層を β-CD修飾した(Fig. 2-3A)。得られた PSt(MA/CD)ミクロスフェアを洗浄した後に、
LB液体培地に所定量を混合し、S. marcescens AS-1の前培養液を混合することで植菌し振と
う培養を開始した。単位菌体量当たりの赤色色素生産量 RPP から、QS 阻害効果を評価した
(Fig. 2-3B)。固定化 CD と AHLの複合体形成は、培養液中の見かけの AHL濃度を低く保持
し、菌体が十分に増殖し本来の定足数に達した後でも QS 機構の不活性状態を維持すると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-3 (A)PSt コアへの親水性シェル層の形成と CDの固定化、 
(B)PSt(MA/CD)ミクロスフェアを用いる AHLの捕捉 © 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
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Fig. 2-4 に PSt(MA/CD)のデジタル顕微鏡画像を示す。PSt(MA/CD)の一次粒子は、
およそ1-3 mの直径を有するが、数十m の二次粒子の存在も観察された。水系に分散させ
たミクロスフェア二次粒子の状態を評価するため、650 nm のレーザー光源(5.0 mW)を用いる
レーザー回折/散乱式粒子径分布測定装置によりミクロスフェアの粒子径分布を評価した。Fig. 
2-5 に各ミクロスフェアの粒子径体積分布を示す。モード径で比較すると、PSt コアは 4.2 m、
PSt(MA)では 12.3 m 、PSt(MA/CD)では 24.3 m と決定され、コア表面へのシェル層の
形成、CD 固定化が示唆された。粒子径分布の拡がりは、ゼータ電位の差に起因して、二
次粒子の形成状態が異なるものと考えられる。PSt(MA)と PSt(MA/CD)のゼータ電位は、そ
れぞれ–72、–52 mVであり、CDの固定化によりMAのフリーのカルボキシル基が減少したこと 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-4 PSt(MA/CD)ミクロスフェアのデジタル顕微鏡画像(25C, 水中)  
© 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5 水に分散させたミクロスフェアの粒子径体積分布 
(A) PSt コア、(B) PSt(MA)、(C) PSt(MA/CD) © 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
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Table 2-1 水中におけるミクロスフェアのキャラクタリゼーション © 2016 John Wiley & Sons, Inc.  
 Volume distribution  Number distribution  
  d10 
(m) 
Median 
diameter 
(m) 
d90 
(m) 
Specific 
surface 
area 
(cm2/cm3) 
 d10 
(m) 
Median 
diameter 
(m) 
d90 
(m) 
Specific 
surface 
area 
(cm2/cm3) 
Zeta 
potential 
(mV) 
 Pst 1.4 4.2 18.1 2.0104  0.56 0.88 1.9 2.7104  
PSt (MA) 3.5 10.5 20.3 8.7103  0.64 1.08 2.9 1.1104 72 
PSt  
(MA/-CD) 
4.5 22.7 73.5 5.3103 
 
1.1 1.7 3.2 1.1104 52 
 
が示された。Table 2-1に、個数分布基準及び体積分布基準の積算分布(フルイ下)から求めた
10、50、90に相当する粒子径(d10、d50(メジアン径)、d90)と、ゼータ電位を総括した。粒子
径個数分布は体積分布からの再計算により算出した。PSt(MA/CD)の d50、d90はそれぞれ
1.7、3.2 m であり、顕微鏡画像とほぼ一致する。d90 の値から、顕微鏡で観察された数十m
の二次粒子は PSt(MA/CD)全体の 10未満の個数であると推察される。 
  NaOH 水溶液を用いた電位差滴定から、PSt(MA)ミクロスフェアのカルボキシル基量を定量
するために滴定曲線を自動滴定装置により記録した。滴定率(Ft)は pH に対して式(１)で記述
できる。 
 
         (1) 
 
polyMA の解離定数(pKa)は Ft=0.5 に相当し、当量点(Ft=1)と半当量点(Ft=0.5)は滴定曲線か
ら決定した。カルボキシル基の導入量から、PSt(MA)ミクロスフェアの単位重量当たりの固定化
MA 量は 4.2×102 mol/g-dry Pst(MA)、さらに polyMA の pKaは 7.3 と算出された。PSt(MA)
のカルボキシル基と、エチレンジアミノ基を導入したCD を反応させた後に、未固定のCD
を定量することでCDの固定化量を見積もると、192 mol CD/g-dry Pst(MA/CD)と算
出された。 
 
2-3-2. S. marcescens AS-1に対する CD固定化ミクロスフェアの QS阻害効果 
所定量のPst(MA/CD) ミクロスフェアを添加したLB液体培地にS. marcescens AS-1の前
培養液を 1植菌し、25ºC で振とう培養した。相対プロディジオシン生産量(RPP) を算出する








t
t
a
1
logppH
F
F
K
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ことでミクロスフェアの QS 阻害効果を評価した。Pst(MA/CD) ミクロスフェアが RPP に及ぼ
す効果を Fig. 2-6に示す。ミクロスフェア未添加の controlで規格化すると、Pst(MA/CD) ミ
クロスフェアの添加量 (Cm) が増大するほど RPPは減少しており、固定化CDに AHLが捕
捉された効果が現れたものと推察した。9.1 wt% Pst(MA/CD)存在下でプロディジオシン生
産をおよそ 28に抑えることが可能であった。 
 
2-3-3. P. aeruginosa AS-3に対する CD固定化ミクロスフェアの QS阻害効果 
 P. aeruginosa AS-3は、C4HSLを介した rhl-QS機構により緑色色素ピオシアニンの生産が
誘導される 23。C4HSL と Pst(MA/CD)ミクロスフェアの相互作用を明らかにするため、LB 液
体培地へ 2.5 wt PSt(MA/CD)を添加(CD濃度: 5 mM)し、P. aeruginosa AS-3を 30C
で振とう培養した。18 h の培養後、培養液を遠心分離し、得られた上清からピオシアニンの抽
出、再抽出操作を行い、吸光度測定によりピオシアニン量を決定した(Fig. 2-7)。相対ピオシア
ニン生産量 (RPP) は PSt(MA/CD)ミクロスフェアの添加により RPP≒0.43 まで減少した。 
これまでの研究で、5 mM CD となるようにフリーの CDを溶解した LB液体培地を用いて
P. aeruginosa AS-3を培養すると、相対ピオシアニン生産量が RPP≒0.6 まで抑制された報告
があり 17、本研究で評価した固定化CD 担体は、フリーのCD と同等の QS 阻害効果を示
している。その一方で、CD 未固定の PSt コアを加えた場合にも RPP の減少が観察された。こ
の結果は、PSt ミクロスフェア表面への C4HSL の非特異吸着が存在することを示唆する。また、
これまでに C6HSL と固定化CDの安定度定数(K)が水晶振動子マイクロバランス(QCM)法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                       
 
Fig. 2-6 PSt(MA/CD)ミクロスフェアが S. 
marcescens AS-1 のプロディジオシン生産に
及ぼす効果 © 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
Fig. 2-7 2.5 wtミクロスフェア存在下
における P. aeruginosa AS-3株のピオ
シアニン生産抑制効果 © 2016 John 
Wiley & Sons, Inc. 
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Fig. 2-8 P. aeruginosa AS-3株の培養液から抽出した短鎖 AHLのバイオアッセイ 
© 2016 John Wiley & Sons, Inc. 
 
を用いて評価されている 38。基本共振周波数 27 MHzの AT-cut 水晶振動子の金電極表面に
形成させた自己組織化単分子膜上にCD を固定化し、C6HSL 水溶液を外部添加した際の
共振周波数の減少(ΔF)を経時的に追跡し速度論的解析を行うと、CD と C6HSLが 1 : 1の
包接複合体を形成する際の安定度定数は  (7±2)×102 [M–1]である。AS-3 株が生産する
C4HSLは、C6HSLに比べアシル鎖長が短いことからより親水性であり、CDとの安定度定数は
より小さい値をとる可能性も高い。この場合には、充分量のミクロスフェア添加条件においては、
C4HSL-CD 複合体の形成と、ミクロスフェア表面への非特異吸着が同等の効果として観測さ
れ、QS機構が阻害されるのかもしれない。 
 
2-3-4. レポーター株を用いた AHL検出 
 PSt コア、PSt(MA/CD)ミクロスフェアが培養液に含まれる AHL を捕捉する効果を、C. 
violaceum CV026 株によるバイオアッセイにより評価した。18 h 振とう培養した P. aeruginosa 
AS-3の培養液から抽出したAHLを少量のDMSOに溶解させ、AHL合成遺伝子破懐株であ
る CV026 株の菌体を分散させた寒天プレートにスポットした。試料に含まれる AHL により
CV026株のQS機構が活性化すれば、紫色色素ピオシアニンの生産が誘導される。所定時間
の静置培養の後に寒天プレートに現れた紫色スポットの直径は、試料に含まれていたAHL濃
度と正の相関がある。Fig. 2-8 に PSt コア、PSt(MA/CD) ミクロスフェア、ミクロスフェア未添
加である controlの評価結果を示す。PSt(MA/CD)のスポットに着目すると、PStコア、control
と比べビオラセインのスポット径が小さいことから、PSt(MA/CD) ミクロスフェアを添加して振
とう培養した P. aeruginosa AS-3 の培養液に含まれる AHL 濃度は明らかに減少している。
PSt(MA/CD) ミクロスフェアは、効果的に AHL分子を捕捉可能であることが示された。 
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2-4. 結言 
 CD を親水性のポリメタクリル酸シェル層に固定化したコア/シェル型ミクロスフェアを合成し、
グラム陰性細菌における AHL濃度依存性の QS機構の阻害効果を試験した。機械的強度に
優れた PSt コアに親水性シェル層を導入することでミクロスフェアは水系で分散可能となった。
直径 1-3mの１次粒子と、直径 20 m 程度の二次粒子が観測されたが、レーザー回折/散乱
式粒子径分布測定により評価すると、二次粒子の形成は個数分布で 10%未満に抑えられて
いる。 
CD 固定化コア/シェルミクロスフェアは効果的に AHL を捕捉することで、セラチア菌およ
び緑膿菌の異なるQS機構を阻害可能であった。AHL合成遺伝子破懐株であるC. violaceum 
CV026 のバイオアッセイ試験より、培養液中の AHL 濃度は有意に減少しており、ミクロスフェ
アへの AHL の捕捉効果が示された。グラム陰性細菌の多くは QS 機構のオートインデューサ
ーとして AHL を利用しており、CD 固定化コア/シェルミクロスフェアは微生物複合系におけ
る QS阻害に向けて汎用的に利用される可能性を有する機能性粒子である。 
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第 3章   
自己組織化トリブロックコポリマーミセルを用いた
Quorum sensing の負制御 
 
3-1. 緒言 
細菌の細胞間情報伝達機構であるQS機構の制御技術は、殺菌せずに細菌の病原性のみ
を封じ込める新しい細菌感染症予防法として期待されている 1,2。細菌感染症を封じ込め、予
防するために、抗生物質の投与が一般的に行われる。抗生物質の利用は高い予防効果を有
する一方で、薬剤耐性菌の出現を招く危険性をはらむ。単細胞生物である細菌は、突然変異
が起きた後でも生存が可能な場合も存在し、細菌が薬剤耐性を獲得するリスクは常に存在す
る。薬剤耐性菌出現のリスクを最小化する新しいストラテジーが望まれるものの、本課題を解
決する妙案は未だ不在である。第二章で述べたオートインデューサー(AI)の捕捉技術は、本
課題の解決策の一つとしてのトライアルであり、薬を地球上に散布する従来法に代わり、細菌
が生産した AI分子を自然界から取り除く逆転の発想を具体化したものである。 
AIにより制御されるQS機構により標的遺伝子の転写が活性化すれば、多様な微生物機能
が発現する。グラム陰性細菌の QS 機構の中には日和見感染症に関わる例も多く報告されて
おり、本研究でモデル細菌として用いた Pseudomonas aeruginosa や Serratia marcescens は
N-アシルホモセリンラクトン(AHL) 濃度依存性の QS 機構を有し、その QS 機構により病原性
因子の発現を誘導することが知られている 3,4。菌体外に拡散したAHLの濃度は、菌体密度の
上昇と共に増大するので、細胞内のレセプタータンパク質との複合体形成が誘導され、病原
性関連遺伝子の転写活性を増大させる 5。AHL 捕捉技術は、日和見感染症の抑止にも有効
である。 
AI を捕捉するトラップ担体は、疎水性相互作用や水素結合により AHL を担体へ捕捉し菌
体周囲における見かけのAHL濃度を低く保持する。水系で疎水性キャビティに疎水基を包接
するシクロデキストリン(CD)誘導体 6-8、リニアポリマーと AHL との相互作用に関し報告がある 9。
第 3章では、水溶液中で自己組織化能を有する A-B-A型のトリブロックコポリマーを AIキャリ
アとして試験した。生体に安全なドラッグデリバリーキャリアとして研究例の多いポロキサマーミ
セル (Poloxamer micelle) をAHLキャリアとして試験した 10,11。ポロキサマーは親水性のポリエ
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チレンオキシド(EO)と疎水性のポリプロピレンオキシド(PO)からなる EO-PO-EO トリブロックコポ
リマーで、PO ユニットが疎水性相互作用により集積することで中央部に疎水性領域を有する
自己組織化ミセルを形成する 12,13。本章では、分子量の大きく異なる 2種類のポロキサマーに
よる QS 阻害効果を比較した。使用するのは EO100-PO65-EO100 の組成を有するポロキサマー
407 (Mw 12,600)と EO19-PO43-EO19の組成を有するポロキサマー84 (Mw 4,000)である。モデ
ル細菌として Pseudomonas 属細菌から Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca 
StFRB508 株を選択した(Fig. 3-1A)。508 株はジャガイモの根面から単離された菌株で、phzI
の発現により合成される AHL 合成酵素が N-hexanoylhomoserine lactone (C6HSL)、
3-hydroxy-C6HSL (3OH-C6HSL)を生産する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-1(A) ポロキサマーミセルを AI キャリアとする Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aurantiaca StFRB508 株の QS 機構依存性フェナジン生産阻害 © 2016 The Materials 
Research Society of Japan. 
 
Fig. 3-1(B) フェナジンおよび誘導体の化学構造 
左：phenazine、中央: phenazine-1-carboxylic acid、右：phenazine-1-carboxamide 
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これらの AHLがレセプタータンパク質 PhzR と複合体を形成することで P. chlororaphis の QS
機構は活性化し、オレンジ色を呈する抗菌物質フェナジン、フェナジン誘導体を生産すると考
えられている(Fig. 3-1B)。508株では phenazine-1-carboxylic acid (Fig. 3-1B中央)を生産して
おり、フェナジン生産量を吸光度測定により追跡することで QS機構の活性化を簡便に評価可
能である 14。本章では、ポロキサマーミセルの AI キャリアとしての有用性を実証し、StFRB508
株の培養液から AHL を捕捉することで QS機構の負制御を試験した。QS機構の負制御に及
ぼすポロキサマー分子量の影響を調査した。 
 
3-2. 実験方法 
3-2-1. 試薬と器具 
ポロキサマー407  ALDRICH (M.W. : 12,600) 
ポロキサマー84  ALDRICH (M.W. : 4,000) 
8-アニリノ-1-ナフタレンスルホン酸 (1,8-ANS) 関東化学 
ジメチルスルホキシド (DMSO) 関東化学 
遠心式フィルターユニット メルクミリポア アミコンウルトラ 10K (MWCO: 10,000)  
 
3-2-2. 装置 
ナノ粒子解析装置(動的光散乱測定，静的光散乱測定) 堀場製作所 SZ-100Z 
レーザー回折/散乱式粒子径分布測定装置 堀場製作所 LA-300 (5 mL 石英バッチセル) 
デジタルマイクロスコープ 朝日光学機 MS-200(MS-Z420ズームレンズ: 420-5,000倍) 
蛍光分光光度計 日本分光 FP-620 
蛍光分光光度計ペルチェ式温度制御ユニット 日本分光 ETC-272T 
紫外可視分光光度計 日本分光 V-550DS 
吸光マイクロプレートリーダー 日本モレキュラーデバイス Spectra Max Plus 384 
 
3-2-3. Luria-Bertani(LB)液体培地で形成するポロキサマーミセルのキャラクタリゼーション 
LB液体培地中におけるポロキサマーの自己組織化ミセルの粒子径分布は、動的光散乱法 
(Dynamic Light Scattering: DLS) により決定した (SZ-100Z, Horiba)。LB培地で調製した 1 
wtポロキサマー溶液を用いて StFRB508 株の培養温度と同じ 30C、あるいは比較として
10C における粒子径分布を測定した。ペルチェ式温度制御セルを用いて試料温度を一定に
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保持し、10 mWの半導体励起固体レーザー(532 nm)を用いて粒子径測定角度は 90ºに設定
した。得られた自己相関関数より拡散係数が求まり、ストークス・アインシュタインの式から粒子
径を求めている。 
30C においてミセルを形成する際のポロキサマー分子の会合数を見積もるため、静的光散
乱法 (Static Light Scattering: SLS) により計測を行い、Debyeプロットからポロキサマーミセル
の見かけの分子量を決定した。屈折率の濃度増分として EO の水中における代表値を選択し、
dn/dC=0.134 [n:屈折率、C (mg/mL):濃度]を用いた。分散溶媒を水 (n =1.333)、基準溶媒とし
てトルエンを選択し、屈折率を n =1.496、レイリー比 を 1.3500×10–5 cm–1とした。 
 
3-2-4. 蛍光プローブを用いるポロキサマーの疎水性評価 
ポロキサマーが会合しミセルを形成することで、疎水場が形成されると考えられる。ポロキサ
マー溶液に1,8-ANSを共存させることで、ポロキサマーミセルの形成に伴う疎水場の形成状態
を評価した。1,8-ANSを 375 nmの紫外光で励起すると蛍光極大波長を 480 nm とする蛍光ス
ペクトルが観測される。その蛍光強度は周囲の極性に依存することが知られ、疎水場に存在
する 1,8-ANS分子の蛍光強度は増大する 15,16。LB液体培地で 10 M 1,8-ANSと 0.01-1 wt 
ポロキサマーを共存させ、480 nm における蛍光強度を測定した。LB 培地の自家蛍光の影響
を排除するため、LB培地を溶媒とする10 Ｍ 1,8-ANS溶液をコントロールとし、ポロキサマー
存在下における各蛍光スペクトルとの差スペクトルを評価した。480 nmにおける蛍光強度をポ
ロキサマー濃度に対してプロットすることで、ポロキサマーの自己組織化に起因する疎水性領
域の形成と、それに伴う疎水性分子の取り込み挙動を評価した。 
 
3-2-5. フェナジン生産量評価 
 LB液体培地 4 mLを用い StFRB508株を 30Cで 6 h前培養した。波長 600 nmにおける培
養液の濁度 OD600を菌体濃度として測定し、OD600が 0.7 となるように LB 培地で希釈した。希
釈した前培養液を新しい 4 mL培養液に 1植菌し、30Cで 10 h本培養した。培養後のフェ
ナジン生産量を常法に従い決定することで QS機構阻害効果を評価した。 
培養液 200 Lへ 10ドデシル硫酸ナトリウム溶液を 100 L添加し、10 s間 Voltex した。こ
こへ水飽和ブタノールを 500 L添加し、さらに 10 s 間Voltexし、ブタノールへフェナジンを抽
出した。13,200 rpmで 5 min間遠心することでブタノール層と水層を分離させるとともに菌体を
沈降させた。上層であるブタノール層から200 Lの試料を採取し、96穴プレートに移した後に、
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365 nmにおける吸光度Abs365を測定した。また、培養液のOD600を菌体密度として測定し、単
位菌体量あたりのフェナジン生産量として Abs365/OD600 を定量した。ポロキサマーを含まない
LB培地で培養した場合の単位菌体量あたりのフェナジン生産量である Abs365/OD600値を 1 と
して各測定値を規格化し、相対フェナジン生産量 (Relative Phenazine Production) を評価し
た。 
 
3-2-6. バイオアッセイによる AHL検出 
QS機構の阻害が、培養液に含まれる AHLのポロキサマーへの捕捉に起因することを確認
するため、AHL レポーター株によるバイオアッセイを行った。Chromobacterium violaceum 
CV026 株は AHL 合成遺伝子破懐株で、自らは AHL を生産しないが外部から添加された
C4-C8 HSL に応答し、QS 機構を活性化し、紫色の色素であるビオラセイン (violacein) を生
産する 17。CV026株のAHL検出下限は 6 pmolでありAHLの存在を可視判定可能である 17。
ポロキサマー存在下における QS 機構の阻害試験と同条件である 1 wtポロキサマー407 を
添加した LB培地中で、StFRB508株を 10 h培養した後、分画分子量 10 kDaの遠心濾過ユ
ニット(アミコンウルトラ 10K)を用いて培養液を 7,500 g、15 min 間遠心した。分画分子量 10K
の分画遠心により、ポロキサマーミセルとフリーの AHLを分離可能である。ろ液 400 L と酢酸
エチル 400 Lを混合し Voltexすることで酢酸エチル層に AHLなどの有機物を抽出した。遠
心分離し(13,200 rpm、5 min)、酢酸エチル層と水層を分離し、減圧下で酢酸エチルを蒸発さ
せて除去し抽出物を乾固した。ここへ、20 Ｌのジメチルスルホキシド(DMSO)を添加しAHLを
溶解させた。一方、LB培地中で CV026株を 30Cで 10 h振とう培養した。LB寒天培地を調
製するためにオートクレーブ処理し、室温で放冷することで冷却し、ゲル化する直前に CV026
株の培養液を１％添加し撹拌した。ペトリディッシュに分注し室温で放冷することで、短鎖 AHL
を検出可能な CV026寒天プレートを調製した。プレート上にペーパーディスク(: 8 mm)を静
置し、ここへ AHL抽出液を 15 L添加し、30Cで 24 hインキュベートした。AHL濃度依存性
のQS機構が活性化すると、ペーパーディスクの周囲にビオラセインの紫色のスポットが現れる。
このスポットの直径は、AHL 濃度と正の相関があり、スポット径が大きいほど AHL 濃度が高い
ことを意味する。 
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3-3. 結果と考察 
3-3-1. LB液体培地に添加したポロキサマーのキャラクタリゼーション 
A-B-A トリブロックコポリマーが水溶液中で疎水性相互作用により自己組織化ミセルを形成
した場合、その粒子径は分子量から予測される値よりも大きい。DLSにより決定した 1 wtポロ
キサマー84、407の粒子径分布(30C)を Fig. 3-2(A)に、自己相関関数を Fig. 3-2(B)、(C)に示
す。ポロキサマー84、407どちらもシングルピークを示し、モード径はそれぞれ 15.5、17.8 nmで
あった。ポロキサマーの臨界ミセル濃度(CMC)は温度の影響を受け、温度が高いほどミセルを
形成しやすく CMC を低下させる傾向がある。30Cの水中におけるポロキサマー84、407それ
ぞれの CMCは 0.6、0.1 wtである 18。比較として LB培地で調製した 1 wtポロキサマー407
の試料を 10Cに冷却したところ、17.8 nmのピークは消失した (data not shown)。10Cの水中 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-2 ポロキサマーミセルの動的光散乱測定 
(A) ポロキサマーミセルの粒径分布(流体力学的直径)、(B)自己相関関数(ポロキサマー84)、
(C)自己相関関数(ポロキサマー407) © 2016 The Materials Research Society of Japan. 
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におけるポロキサマー407 の CMC は 1wtより低濃度であるため、ミセルの崩壊によりピーク
が消失したものと考えられる。Table 3-1に 1 wtポロキサマー84、407の LB液体培地中にお
ける見かけの分子量(30C)と、それぞれの分子量から計算した会合数を示した。より低分子量
(Mw 4,000)であるポロキサマー84 (会合数：18.9)は、Mw 12,600のポロキサマー407 (会合数：
10.0) に比べ、立体障害が少なくミセル形成時の会合数が多いと推察された。単位ミセルあた
りの見かけの疎水性の PO ユニットはポロキサマー84(EO19-PO43-EO19)では 47.2 kDa、ポロキ
サマー407(EO100-PO65-EO100)では 37.8 kDa と算出された。このことは、低分子量であるポロキ
サマー84 が、疎水性領域をより形成しやすいことを示唆する。形成したポロキサマー407 のミ
セルの見かけの分子量が、ポロキサマー84の約 1.7倍であるのにもかかわらずDLS測定では
16-18 nm のほぼ同じ粒子径が観測されている。この結果は、水系に分散したミセルの光散乱
測定では、ミセルの中心となる疎水性コアのみが検出されている可能性を示唆している。ポロ
キサマーは疎水性の強い POユニットを内部に、外部に親水性のEO鎖がコロナ型に拡がった
ミセル構造を形成すると推察される。EO の親水層により被覆されることでミセルは水中に分散
可能となるため、疎水性ドラッグを水に分散させるためのドラッグデリバリーキャリアとしての利
用が検討されている 12。疎水性のアシル鎖を有するAHL分子は、疎水性相互作用により疎水
性 PO コアへ捕捉されると推察される。 
ミセル内部の疎水性領域の形成を 1,8-ANS プローブによる蛍光挙動によって追跡した。
1,8-ANSの 480 nmにおける蛍光強度は周囲の極性に依存し、1,8-ANS分子が疎水環境に置
かれるほど蛍光強度は高くなる。LB 培地の自家蛍光の影響を排除するため、ポロキサマーを
含まない LB培地 (control)の蛍光スペクトル(Ex.375 nm) からの差スペクトルで蛍光挙動を評
価した。0.01-1wt%ポロキサマー84の共存条件における 1,8-ANS (10 M一定)の蛍光スペクト
ルを Fig. 3-3Aに示す。LB培地中における 1,8-ANSの蛍光強度はポロキサマー84の濃度上
昇に伴い増大することが判る。溶液中の疎水性領域が増えるに従い、蛍光強度が増大すると
考えられる。 
 
Table 3-1 ポロキサマーミセルの見かけの分子量とポロキサマー分子の会合数*. © 2016 
The Materials Research Society of Japan. 
 Map/kDa Association number 
poloxamer 84 75.4 18.9 
poloxamer 407 126.3 10.0 
*) 1 wt% poloxamer in LB medium at 30ºC 
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Fig. 3-3 (A) 0.01–1 wt ポロキサマー84存在下の LB培地中における 1,8-ANSの蛍光差
スペクトル、 (B) 1,8-ANS の蛍光強度 (480nm) に及ぼすポロキサマー濃度の影響 [0.01–1 
wt ポロキサマー84、ポロキサマー407 (LB培地)]．破線はそれぞれのポロキサマーの CMC
を示す．© 2016 The Materials Research Society of Japan. 
  
Fig. 3-3Bには、ポロキサマー84、ポロキサマー407の濃度と1,8-ANSの蛍光強度 (480 nm) 
の関係をプロットした。どちらの場合でもポロキサマー濃度の上昇と共に蛍光強度は増大し、
高濃度条件では上昇傾向は緩やかになった。すべてのポロキサマー分子がミセル形成に関
わる CMC よりも高濃度の条件では、疎水性領域はミセル濃度の増大と共に増加すると考えら
れる。興味深いことにポロキサマー84 はポロキサマー407 に比べ、添加濃度に依存せず常に
高い蛍光強度を示した。疎水性 PO ユニットの分子量から、単位ミセルあたりの PO ユニットの
POunit/Mw (%)求めると、ポロキサマー84、407ではそれぞれ62.6%、29.9となる。単位ミセル
あたりの疎水性ユニット含有量の差が、疎水性領域の差として現れ、蛍光強度に有意な差が
観測されたと推察した。 
 
3-3-2. ポロキサマーによる QS機構阻害効果試験 
 ポロキサマーによるStFRB 508株のフェナジン生産抑制効果をFig. 3-4に示す。本培養開始
時に所定濃度のポロキサマーを添加し、10 h培養後に定量した単位菌体量当たりのフェナジ
ン生産量(Abs365/OD600) を controlの Abs365/OD600値で規格化し、得られた相対フェナジン生
産量 (Relative Phenazine Production)を添加したポロキサマー濃度に対してプロットした。ポロ
キサマー407、84どちらの場合も、ポロキサマー添加量が増大するほどフェナジン生産が抑制 
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Fig. 3-4 ポリエチレングリコール、ポロキサマーによる P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
StFRB508株における QS機構依存性フェナジン生産の抑制効果 © 2016 The Materials 
Research Society of Japan. 
 
されている。1 wtの添加条件で比較すれば、ポロキサマー407 では RPP≒0.60、ポロキサマ
ー84ではRPP≒0.55までフェナジン生産を抑制した。ポロキサマー407のCMCは約 0.1 wt%
である。CMC未満の0.01、0.05 wt添加条件では、どちらもほぼ同様に 20程度の阻害効果
を示したのに対し、CMC 以上の 0.1、0.5、1.0 wtの条件ではほぼ同様に RPP≒0.6 を示し、
40程度のフェナジン生産阻害で一致する結果となった。これらの結果は、ポロキサマー407
は、ミセルを形成しなくとも一定の QS阻害効果を示すものの、自己組織化ミセルが形成される
と QS 阻害効果が増大することを示している。自己組織化ミセルは、AHL の捕捉に適すること
を示唆する。これまでの研究で、疎水性ドラッグは自己組織化ミセルに疎水性相互作用によっ
て容易に取り込まれることが報告されており、AHL トラップの作用機序は AHL のアシル鎖とミ
セル内部の疎水性領域との疎水性相互作用であることが推察される。 
一方、ポロキサマー84 の CMCは約 0.6 wt%である。分子量 4,000のポロキサマー84では
CMC未満の 0.01-0.1 wtにおいても効果的にQS機構を阻害している。Fig. 3-3Bで示したよ
うにポロキサマー84 は CMC 未満の低濃度でも 1,8-ANS の蛍光強度を増大させる。この実験
結果は、ミセル形成しない低濃度条件においても疎水性領域が形成されることを示唆しており、
疎水性の POユニット(PO43)を親水性の EOユニット(2EO19)よりも多く持つ低分子量のポロキサ
マー84 は、単量体(Monomer)あるいは多量体 (Multimer) として水和し水中に分散可能であ
ると考えられる。AHLのアシル鎖は疎水性相互作用によりこれら多量体の疎水性 PO領域と相
互作用したと推察される。あるいは、考えられる別の作用機序は、水素結合によるAHLの捕捉
効果である。Fig. 3-4の QS阻害試験から判断すると、AHLはポロキサマー407 とほぼ同サイ 
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Fig. 3-5 C. violaceum CV026株を用いた StFRB508株培養液上清に含まれる AHLのバイオ
アッセイ [0.05, 1.0 wt% poloxamer407 in LB medium, 30C, 24 h] © 2016 The Materials 
Research Society of Japan. 
 
ズの EO領域を有する親水性の EO (Mw 10,000) と相互作用可能であり、0.1 wtの EOの添
加で RPP≒0.85まで相対フェナジン生産を抑制可能であった。AHL と LuxR ファミリータンパ
ク質の相互作用は、AHLアシル鎖の疎水性相互作用に加え分子間の水素結合が重要である
ことも指摘されている 19, 20。植物病原菌である Agrobacterium tumefaciens のオートインデュー
サーN-(3-oxo-oｃtanoyl)homoserine lactone (3oxoC8HSL)が、レセプターTraR と相互作用する
際には、TraR の Trp57 および Asp70 の親水性部位と AHL のラクトン環が水素結合し、TraR
の Leu40、Try53は AHLのアシル鎖と疎水性相互作用することが知られる 19,20。これらの知見
を考慮すると、ポロキサマーの EO ユニットは、主に水素結合に起因した相互作用により AHL
を捕捉する可能性が示された。 
 
3-3-3. バイオアッセイを用いたポロキサマーと AHLの相互作用評価 
自己組織化したポロキサマーミセルは分画遠心(分画分子量 10K)により除去可能である。
0.05、1.0wt% となるようにポロキサマー407 を共存させて振とう培養した StFRB508 株の培養
液からポロキサマーを除去後、AHL を抽出した。CV026 株の菌体を分散させた寒天プレート
上に静置したペーパーディスク上にAHL抽出液を滴下し、30Cで24 hインキュベートすると、
試料に含まれるAHLにより生産が誘導されたビオラセインは、ペーパーディスクを囲む円状の
紫色スポットとして出現した。そのスポットの直径は AHL 濃度と正の相関を持つ。0.05 wt試
料では control とほとんど差が見られないものの、1 wt試料では control に比べビオラセイン
のスポット径は小さい。これらのことから、CMC (≒0.1 wt%)よりも高濃度条件で添加したポロキ
サマー407は、StFRB 508株の培養液中でミセルを形成しAHLを効果的に捕捉する。培養液
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中の AHLが QS機構を活性化する閾値濃度未満に維持されることで、AHL濃度依存性のフ
ェナジン生産が抑制されたと考えられる。 
 
3-4. 結言 
 C6HSL、3OH-C6HSL制御下にある P. chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508株のQS機
構は 17.8 nm、15.5 nmの粒径を持つポロキサマー407、ポロキサマー84 ミセルにより阻害可能
であった。1 wtポロキサマー407、ポロキサマー84 存在下では、ポロキサマー未添加の
control と比べフェナジン生産はそれぞれ、約 60、55まで抑制可能であった(30C)。
Chromobacterium violaceum CV026株を用いたバイオアッセイから、508株の培養液中でポロ
キサマー407 ミセルがAHLを効果的に捕捉可能であることを明らかとした。このことは、自己組
織化ポロキサマーミセルがAHLの捕捉に有効で、グラム陰性細菌のQS機構を阻害する優れ
たAHLキャリアであることを示している。一方、低分子量で疎水性POユニット含有比の高いポ
ロキサマー84ではCMC未満の低濃度条件においてもAHLと相互作用し、QS機構を阻害可
能であることを明らかとした。 
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第 4章   
自己組織化トリブロックコポリマーミセルを用いた
Quorum sensing の正負制御 
 
4-1. 緒言 
第三章で示したようにポリエチレンオキシド(EO)とポリプロピレンオキシド(PO)からなる
EO-PO-EO 型のトリブロックコポリマーであるポロキサマーの自己組織化ミセルは、効果的に培
養液中のAHLを捕捉し、Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508のオートイン
デ ュ ー サ ー (AI) で あ る N-hexanoylhomoserine lactone (C6HSL) 、 3-hydroxy-C6HSL 
(3OH-C6HSL)により誘導されるフェナジン誘導体の生産阻害効果を示した。A-B-A 型トリブロ
ックコポリマーミセルを用いて QS機構の負制御が可能である。 
QS機構の人為的な負制御は、QS機構依存性の病原性因子の発現を抑制可能とするため
感染症予防法の新たなストラテジーとして期待される。一方、これとは逆に QS 機構の活性化
により病原性因子の発現を抑制する例も報告されている。例えば、胃腸炎を引き起こす原因
菌の一つである Vibrio cholerae は、(S)-3-hydroxy-tridecan-4-one (CAI-1)を AI とする QS機
構を有し、QS 機構の活性化によりバイオフィルム形成さらには病原性因子の発現を抑制する
ことが知られる 1。V. cholerae の病原性因子の発現に対する治療薬あるいは予防薬として、
CAI-1を体内に供給し、人為的にQS機構を正制御する研究例も報告されており、殺菌を原理
としない感染症治療、予防法として実用化が期待される 2。 
QS 機構は病原性因子の発現のみならず、生物発光、スウォーミング活性、など多様な生体
機能の発現に関与する 3,4。植物病原菌による植物の感染を予防するには、植物病原菌の植
物表面への付着を阻害することが重要である。そこで、植物の葉面などへあらかじめ無害な菌
種によりバイオフィルムを形成させることで、病原菌の付着を阻害するバイオ農薬が注目され
ている。QS 機構がバイオフィルム形成へ関与する報告例もあり 5、QS 機構の人為的な正制御
によるバイオフィルム形成の促進技術は、例えばバイオ農薬の開発に資すると期待される。 
QS機構の正制御および負制御を可能とする機能性分子は、QS機構依存性の遺伝子発現
を多用なニーズに応えながら可能とするため、広範な適用範囲を有すると推察される。しかし
これまでに、同一分子を利用してQS機構の正負制御を実現した報告例は見当たらない。そこ 
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で第四章では AIキャリアを用いたグラム陰性細菌における QS機構の正負制御を目指した。  
EO-PO-EO 型トリブロックコポリマーであるポロキサマーは、自己組織化ミセルを形成するこ
とで疎水性のコア領域を形成し、主に疎水性相互作用により疎水性の薬物分子を内部に保持
し、患部へ輸送するドラッグデリバリーキャリアとしての利用が検討されてきた 6。AHL を介した
QS機構を有するグラム陰性細菌の培養液においては、AHLをミセル内部に保持することによ
る QS機構の負制御、保持した AHL を適切なタイミングで放出することによる QS 機構の正制
御が可能であると考えられる。本章は、ポロキサマーをAHLキャリアとして用いたグラム陰性細
菌における QS機構の正負制御を目的とした。 
EO100-PO65-EO100(Mw 12,600)の組成であるポロキサマー407の臨界ミセル濃度(CMC)及び
親水性親油性バランス (Hydrophile-lipophile balance: HLB)は、それぞれ 2.8×10–6 mol 
dm–3(37C)、22(22C)である 6。日和見感染症に関わる常在菌である Serratia marcescens 
AS-1 では、spnI から生産が誘導される N-hexanoylhomoserine lactone (C6HSL)、N-(3- 
oxohexanoyl) homoserine lactone (3oxoC6HSL)の 2つのAHLがQS機構を制御する。菌体密
度上昇に伴い AHL 濃度が増大することで AHL がレセプタータンパク質の SpnR と細胞内で
Fig. 4-1 S. marcescens AS-1が有す
る QS 機構の模式図 © 2015 The 
Chemical Society of Japan. 
 
Fig. 4-2 (a)ポロキサマーの自己組織化ミ
セル形成、 (b) ポロキサマーによる S. 
marcescens AS-1の QS機構阻害 © 2015 
The Chemical Society of Japan. 
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複合体を形成し、この複合体が pigプロモーターへ結合することで、下流の遺伝子の転写を活
性化し赤色色素プロディジオシン生産を誘導する(Fig. 4-1) 7。本研究では、S. marcescens 
AS-1株と spnI 破壊株である S. marcescens AS-1S (spnI::kan)株を用いることで、QS機構の
負制御及び正制御をデモンストレーションする実験系を構築した。 
C6HSL及び 3oxoC6HSLを生産する S. marcescens AS-1株の培養液にポロキサマー407を
添加することで、QS機構を負制御すればプロディジオシン生産量は減少する(Fig. 4-2)。遠心
分離によりAS-1株の菌体を分離した上清におけるフリーのAHLは低濃度に保持されている。
この上清をAS-1S株を植菌し、更にLB液体培地でポロキサマーを希釈する。ポロキサマー濃
度が CMC 未満となる条件では、ミセルの崩壊が起こり疎水性相互作用により保持されていた
C6HSL、3oxoC6HSLは LB培地中に放出される。AS-1S株は外部添加された AHLに応答し
てQS機構を活性化可能であるため、AS-1S株のQS機構が活性化されプロディジオシン生産
が誘導されるために培養液は赤色を呈するはずである。AS-1 株及び AS-1S 株の培養温度
（25C）おける、ポロキサマー407の CMCは約 0.5wtである。ポロキサマー407のミセル形成
と崩壊に伴う AHLの捕捉と放出を誘導し、QS機構の正負制御を評価した。 
 
4-2. 実験方法 
4-2-1. 試薬 
ポロキサマー407 ALDRICH (Mw: 126,00) 
ポリエチレングリコール (EO) Merk-Schuchardt (Mw: 10,000) 
1-アニリノ-8-ナフタレンスルホン酸 (1, 8-ANS) 関東化学 
 
4-2-2. 装置 
ナノ粒子解析装置（動的光散乱測定: DLS） 堀場製作所 SZ-100Z 
蛍光分光光度計 日本分光 FP-620 
紫外可視分光光度計 日本分光 V-550DS 
 
4-2-3. ポロキサマーのキャラクタリゼーション 
 DLS (SZ-100Z)を用いてポロキサマー407 (0.5、1 wt)の流体力学的直径を水(dwater)あるい
は LB 液体培地(dLB)に分散させて 25C で測定した。石英セルに満たした試料溶液の温度を
ペルチェ式温度制御ユニットで 25C一定に保ち、532 nmのレーザー光(10 mW)を照射した
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際の 90º あるいは 173º の位置に設置した検出器により散乱光強度の経時変化を追跡した。
DLS 解析では、粒径に依存したブラウン運動の速度差に由来する散乱光強度自己相関関数
から拡散係数を算出し、ストークス・アインシュタインの式から dを求めている。 
 
4-2-4. 蛍光プローブを用いるポロキサマーの疎水性評価 
 ポロキサマー407の形成する疎水場を、1,8-ANSをプローブとする蛍光測定により評価した。
1,8-ANS を紫外励起すると蛍光極大波長を 480 nm とする蛍光スペクトルが観測される。その
蛍光強度は周囲の極性に依存することが知られ、疎水場に存在する 1,8-ANS 分子の蛍光強
度は増大する 8。そこで、LB培地中で 0-1 wt ポロキサマー407 と 1,8-ANS（10 M濃度一
定）を共存させ、375 nm の励起光を照射した際の蛍光スペクトルを測定した。LB 液体培地は
自家蛍光を有するため、LB液体培地単独の蛍光スペクトルをポロキサマー試料の蛍光スペク
トルから差し引いた差スペクトルを評価した。比較として親水性の 1 wt EO (Mw 10,000)を
1,8-ANS と共存させ蛍光スペクトルを測定した。ポロキサマー407 は EO100-PO65-EO100の化学
構造を有するため、二か所に存在する EO ユニットの分子量はそれぞれ約 4,410、PO ユニット
の分子量が約 3,780である。１分子あたりの EOユニットの総分子量は約 8,820であるため、分
子量が比較的近い分子量 10,000のポリエチレングリコールを control として選択した。 
 
4-2-5.  プロディジオシンの抽出と相対プロディジオシン生産量の算出 
S. marcescens AS-1は LB培地中で 30Cにおいて 6 h前培養した。この前培養液の菌体密
度を 600 nm における濁度 OD600で決定し、OD600が 0.7 となるように LB 培地で希釈した。こ
れを新しい LB培地 4 mLへ 1となるように植菌し、0-1 wtポロキサマー407あるいは EO共
存下において 25Cで 15 h本培養した。培養後、遠心分離（13,200 rpm, 5 min）した上清を除
去し、得られた菌体ペレットへ塩酸エタノール(4 1 mol L–1 HCl in ethanol)を加えて菌体破砕
した。菌体ペレットの赤色がすべて溶液に移行するまでボルテックスにより撹拌を続け、遠心
分離により再度、菌体成分を沈降させて除去した。プロディジオシン量は 534 nm における吸
光度 Abs534により定量し、単位菌体量あたりのプロディジオシン生産量は Abs534/OD600 として
算出した。添加物のない状態で培養した controlのAbs534/OD600値で規格化することで相対プ
ロディジオシン生産量 (Relative prodigiosin production: RPP)を決定した。 
 
71 
 
Fig. 4-3 (a) AHL合成遺伝子破懐株 S. marcescens AS-1S、 
(b)AHLを捕捉したポロキサマーミセルの濃度と AS-1S株の QS機構活性化の関係 
© 2015 The Chemical Society of Japan. 
 
4-2-6. S. marcescens AS-1S (spnI::kan)株を用いた QS機構の正制御 
 4-2-5と同様に 1 wt ポロキサマー407共存下で本培養した S. marcescens AS-1の培養液
から遠心分離(13,200 rpm, 5 min)により菌体を除去し、上清をスミロンチューブに移した。培養
液に含まれるポロキサマー407の濃度が 25Cにおける CMCである 0.5 wt、CMC未満であ
る 0.2、0.14、0.1 wtとなるように、新しい LB培地を混合することで上清を希釈した。希釈した
それぞれの LB培地をマイクロチューブに 1 mLずつ移し、S. marcescens AS-1Sを 1%となるよ
うに植菌した。S. marcescens AS-1S は 6 h、30Cで前培養した後に、OD600を 0.7にあらかじめ
調整してある。これを 25Cで 24 h振とう培養した後、S. marcescens AS-1の場合と同様の操作
でプロディジオシンを定量した。ポロキサマー407 の濃度に対する Abs534/OD600から、ポロキサ
マーミセルの崩壊に起因する AHL放出による QS機構の正制御を評価した(Fig. 4-3)。 
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4-3. 結果と考察 
4-3-1. ポロキサマーミセルのキャラクタリゼーション 
DLS により決定した LB 培地中、水中におけるポロキサマー407 の流体力学的直径 (dLB、
dwater)を Table 4-1に示す。水溶液中におけるポロキサマーの自己組織化ミセル形成はエントロ
ピー駆動であることが報告されており 9、PO ユニットに疎水性水和していた水分子の脱水和が
ある条件で起こると、疎水性相互作用により PO ユニットは凝集しミセルのコアを形成する。LB
培地中の 0.5、1 wtポロキサマー407の粒子径は、ポロキサマー407の分子量 12,600から推
定される粒子径よりもはるかに大きく、LB 培地中で安定なミセルを形成したことを示唆した。ま
た、ミセル間の相互作用がCMC以上の高濃度条件では進行し物理ゲルを形成していくことが
知られており 10、1 wtの粒子径 (dLB=23.4 nm) が 0.5 wtの粒子径 (dLB=17.8 nm) よりも大
きいことはミセル間の相互作用によるものと考えられる。 
1,8-ANS の蛍光差スペクトルを Fig. 4-4 に示す。ポロキサマー407 の濃度が増大するほど
1,8-ANSの 480 nmにおける蛍光強度が増大している。一方、0.05 wtのポロキサマー407あ 
 
Table 4-1.  動的光散乱測定で決定したポロキサマー407 ミセルの流体力学的直径 (25C).  
© 2015 The Chemical Society of Japan. 
 
Concentration / wt%  dwater / nm  dLB / nm 
0.5 6.8 17.8 
1.0 7.8 23.4 
 
 
Fig. 4-4  0-1 wt ポロキサマー407存在下における LB培地中での 1,8-ANSの差スペクトル 
[10M 1,8-ANS, Ex. 375 nm]  © 2015 The Chemical Society of Japan. 
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るいは 1 wt EO存在下においては 1,8-ANSの蛍光強度は有意に低いことが判る。これらの
ことから、ポロキサマー407の濃度増大に伴って 1,8-ANSの蛍光強度が増大したのは、疎水性
PO ユニットの脱水和、PO ユニット間の疎水性相互作用によりポロキサマー407 の自己組織化
ミセルが形成し、疎水領域が形成されたことに起因すると推察した。 
 
4-3-2. QS機構依存性プロディジオシン生産の負制御 
Fig. 4-5 にポロキサマー407 あるいは EO の濃度に対する相対プロディジオシン生産量 
(RPP) を示す。ポロキサマー407 は濃度が増大するにつれて効果的に QS 機構を阻害し、QS
機構依存性のプロディジオシン生産量を 1 wtの添加で RPP≒0.1まで減少させた。QS阻害
効果は、ポロキサマーの CMC 付近である 0.5 wtから著しく増大しており、ミセル形成により
AHLを捕捉する効果は顕著に発現している。一方、親水性のEOでは 1 wt添加時において
も controlとほぼ同様のプロディジオシン生産量を示した。これまでに検討されている他のAHL
捕捉素材と比較すると、-CDでは、1.0 wtの添加で S. marcescens AS-1の相対プロディジオ
シン生産量を RPP≒50まで阻害した報告がある 11。また、ポリメタクリル酸とポリイタコン酸か
らなるリニアポリマーを 0.01 wt添加することで Aeromonas hydrophila が形成するバイオフィ
ルム量を 30に阻害可能であったとする報告があるが、培養液からのAHLの捕捉量を評価し
ていないため QS 機構との関連性の全貌は明らかにされていない 12。ポロキサマーミセルはコ
ア領域を疎水性の PO、シェル領域を親水性の EOが形成した構造をとる。ミセル形成時にQS
機構の阻害効果が増大した実験結果は、ポロキサマーの疎水性領域への AHL の効果的な
捕捉効果を示唆しており、蛍光プローブを用いた蛍光測定結果もこれを支持する。 
 
Fig. 4-5 エチレングリコール(EO)、ポロキサマー407の添加によるS. marcescens AS-1のプロデ
ィジオシン生産抑制 © 2015 The Chemical Society of Japan. 
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4-3-3. QS機構依存性プロディジオシン生産の正制御 
 S. marcescens AS-1Sは AS-1株の AHL合成遺伝子 (spnI) 破懐株で自らは AHLを生産し
ないが外部から添加された AHL に応答しプロディジオシンを生産する。1 wt ポロキサマー
407共存下で本培養した S. marcescens AS-1の培養上清には、ポリキサマーミセルに捕捉され
た AHL 分子が存在する。新しい LB 液体培地でこの上清をポロキサマー407 の CMC 
(0.5wt%) よりも低濃度に希釈し、AS-1S株を 24 h振とう培養した。単位菌体量当たりのプロデ
ィジオシン生産量 Abs534/OD600を評価すると、ポロキサマー407 の濃度が減少するほど高い値
を示した(Fig. 4-6)。ポロキサマー407 の濃度が 0.1 wtの場合に、試験した中ではもっとも高
いQS活性化効果を示し、Abs534/OD600値は 0.027となった。これは、ミセルの崩壊に伴うAHL
の放出が QS機構を活性化し、プロディジオシン生産を促進したためと考えられる。これまでに
検討されている研究例では、ブロックコポリマーミセルからの疎水性ドラッグの放出は、希釈に
よるミセルの崩壊によっても容易に誘導されることが知られる 6。ポロキサマーからの AHLの放
出に伴いQS機構を活性化する正制御は、グラム陰性細菌における様々な細胞機能を制御す
る一つの方法となりうる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4-6 ポロキサマーからのAHLの放出によるS. marcescens AS-1S (spnI)のプロディジオシ
ン生産促進効果 © 2015 The Chemical Society of Japan. 
 
4-4. 結言 
 ポロキサマー407 の自己組織化ミセルを S. marcescens AS-1 の培養液に共存させることで
AHLをミセルへ捕捉し、QS機構を効果的に阻害可能であった。1,8-ANSプローブを用いた蛍
光測定は、ミセルと AHLの疎水性相互作用による相互作用を支持する。 
AHLを保持したポロキサマー407の自己組織化ミセルを希釈し、CMC未満の低濃度条件と
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することで、LB培地中に AHLが放出されたことが示された。LB培地中においてもミセルの崩
壊をポロキサマー濃度の制御により誘導可能である。ミセルから遊離したAHLはAHL合成遺
伝子破懐株である AS-1S 株の細胞に取り込まれ、QS 機構を活性化する正制御が可能である
ことが示された。 
EO-PO-EO型トリブロックコポリマーは、同一分子で QS機構の正負制御を可能とする AIキ
ャリアである。 
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第 5章 
結 論 
 
5-1. 結論 
本論文では、グラム陰性細菌のQS機構を正と負に効果的に制御するAIキャリアを設計し、
その効果を明らかにした。本論文で創成した AI キャリアは、水溶液中の AHL を捕捉すること
で、AHL濃度をQS機構活性化の閾値未満に保持し、QS機構を阻害し負制御する。あらかじ
め保持させていた AHL を放出させることで、AHL濃度を QS機構活性化の閾値よりも高濃度
とし、QS機構を活性化し正制御する。 
グラム陰性細菌のQS機構は、細胞からのAHL分子の拡散に端を発する集団としての形質
発現である。ここではAHL分子の濃度が最重要な情報であり、標的遺伝子が保有する個々の
遺伝情報さえもAHL分子のコントロール下にある。多くのグラム陰性細菌でAIとして利用され
る AHL分子と親和性の高いキャリアを創成することで、汎用性の高い細胞機能の調節が可能
となった。本論文では、 Serratia marcescens AS-1、Pseudomonas aeruginosa AS-3、P. 
chlororaphis subsp. aurantiaca StFRB508、S. marcescens AS-1S (spnI::kan)の 4株をモデル
QS菌として選択し、AHLキャリアとAHL分子の相互作用によりQS機構の調節が起こることを
明らかにした。 
AHL はノニオン性の両親媒性分子であるため、AI キャリアを形成する分子鎖とは水素結合、
疎水性相互作用を主たる結合として複合体を形成させる必要がある。これまで報告されている
生理活性物質輸送キャリアに関する知見から、生体適合性の高い素材としてシクロデキストリ
ン(CD)と、ポリエチレンオキシド(EO)を主成分とするポロキサマー(poloxamer)を選択した。どち
らも、水溶液中において物理的な相互作用のみで、生理活性分子を捕捉する機能性素材で
ある。 
AHL合成遺伝子破壊株である Chromobacterium violaceum CV026株の AHL濃度依存性
ビオラセイン生産試験を実施したところ、培養液に共存させた βCD およびポロキサマーミセ
ルが AHLを捕捉し、培養液上清の AHLが低濃度に抑えられることが明らかとなった。 
本論文では以下の AHL濃度依存性 QS機構の制御に成功した。 
1) 固定化 βCDを用いて、C6HSLおよび 3oxoC6HSLにより誘導される AS-1株のプロディ
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ジオシン生産阻害、C4HSLにより誘導される AS-3株のピオシアニン生産阻害効果を明らかと
した。 
2) ポロキサマー84 (Mw: 4,000)を用いて、C6HSL および 3OH-C6HSL により誘導される
StFRB508株のフェナジン生産阻害効果を明らかにした。 
3) ポロキサマー407(Mw: 12,000)を用いて、C6HSL および 3oxoC6HSL により誘導される
AS-1株のプロディジオシン生産阻害効果を明らかにした。 
4) ポロキサマー407の自己組織化ミセルに保持させた C6HSLおよび3oxoC6HSLをミセルの
崩壊により放出させ、AS-1S株の QS機構を活性化する正の制御効果を明らかにした。 
 
以下に各章で得られた知見をまとめる。 
第二章では、CD を親水性のポリメタクリル酸シェル層に固定化したコア/シェル型の
PSt(MA/CD)ミクロスフェアを合成し、AS-1株、AS-3株における QS機構を負に制御する効
果を考察した。機械的強度に優れた PStコアに親水性シェル層を導入することでミクロスフェア
は水系で分散可能となった。レーザー回折/散乱式粒子径分布測定により評価すると、二次粒
子の形成は個数分布で 10%未満に抑えられている。AS-1 株のプロディジオシン生産は
9.1wt% Pst(MA/CD) ミクロスフェアの添加で約 28%に、AS-3 株のピオシアニン生産は
2.5wt%の添加で約 43%に抑制された。 
  
第三章では、分子量の異なるポロキサマーが培養液中のAHLを捕捉し、QS機構を負制御
する効果を比較するため、 EO19-PO43-EO19 の組成を有するポロキサマー 84 と 、
EO100-PO65-EO100の組成を有するポロキサマー407 を選択し、StFRB508 株における QS 機構
依存性のフェナジン生産量を評価した。 
 どちらのポロキサマーの場合でも、培養液への添加量が増大するにつれフェナジン生産阻
害が起こることから、QS 機構の負制御が可能であることを示した。1wt%の添加条件で、ポロキ
サマー84、407 はそれぞれフェナジン生産量を約 60%、55%まで抑制した。QS 阻害効果を比
較すると、低分子のポロキサマー84の効果が、添加濃度によらず大きい。1,8-ANS蛍光プロー
ブを用いて培養液における疎水性領域の形成状態を試験すると、低分子のポロキサマーは
CMC よりも低濃度の条件でも会合が起こり、多量体を形成する可能性が示唆された。 
 そこでミセル形成条件で静的光散乱測定を行い見かけの分子量を決定し、平均会合ユニッ
ト数(n)を求めると、ポロキサマー84では n=19、ポロキサマー407では n=10と求められる。単位
78 
ミセルあたりの疎水性POユニットの分子量で比較すると、ポロキサマー84がより大きいことから、
低分子量のポロキサマー分子は立体障害が少なく、疎水性相互作用により会合が容易に起こ
ることが示唆された。これらのことから、AHL は主に疎水性相互作用によりポロキサマーへ捕
捉されることが示唆された。ポロキサマーは AHL を捕捉する AHL キャリアとして有効であり、
EOユニットと POユニットの組成比により異なる QS機構阻害特性を示すことが示された。 
 
第四章では、ポロキサマー407を AHLキャリアとして Serratia marcescensにおける QS機構
の正負制御が可能であることを実証した。ポロキサマー407の自己組織化ミセルは、AS-1株の
培養液からAHLを捕捉することでプロディジオシン生産を抑制し、第三章で述べた StFRB508
株への効果と同様に QS機構を負に制御した。 
AHLを捕捉した培養液上清を分離し、AHL合成遺伝子破懐株であるAS-1S株を培養する
と、上清を希釈しポロキサマーを低濃度にするにつれて AS-1S 株の QS 機構が活性化されプ
ロディジオシン生産が誘導されることを示した。これは、AHL を捕捉したポロキサマーミセルが
CMC未満に希釈されたことで崩壊し、AHLを放出したことを示唆する。 
ポロキサマー407 が形成する自己組織化ミセルは AI キャリアとして有効であり、QS 機構の
正制御が可能であることを明らかにした。 
 
本論文では、AIを内部に保持し、必要に応じて放出する AIキャリアを創成しその効果を実証
した。細菌の集団機能を制御する工学的な展開を視野にいれ、開発を目指すQS制御素材の
一つの設計指針を示した。本論文で成功した単一菌株におけるQS機構の正負制御技術は、
近い将来には微生物複合系における QS機構制御へ応用されることが期待される。 
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いつも近くで私を励まし家族のように支えてくださった研究室の皆様に感謝申し上げます。
ありがとうございました。特に、研究室の徳江恵理 先生には実験指導と研究に関する貴重な
ご意見を常にいただいたと共に、明るく温かくいつも激励の言葉をかけていただき精神面でも
非常に支えていただきました。本当にありがとうございました。私も徳江先生のように常に前向
きに研究と向き合い、後進の研究活動を精神面でも支え勇気づけられる研究者になれたらと
思います。友人でもある研究室の後進の皆さんがよい研究環境を作り上げてくれたことも、集
中して研究に取り組めた要因です。いつも私を応援してくれてありがとう。 
本学の石田朋靖 学長、池田宰 理事は私を気にかけてくださり、非常にお忙しい中、会う
たびに激励してくださいました。また、退官された井本英夫 先生には大学 2 年生時に私に研
究者への道を何度も勧めていただき、漠然と考えてはいたものの未熟さゆえに飛び込む勇気
のなかった研究者への道を実際に視野に入れる第一歩となりました。本学の先生方に御礼申
し上げます。ありがとうございました。 
 本学の研究分野を支援していただいている医師の齊藤裕 先生には私の研究活動を支持
していただき、貴重な御助言と温かいご支援をいただきました。先生の応援が私の博士課程
における研究活動をより実りの多いものとしてくださった大きな力でした。本当にありがとうござ
います。 
これから、研究者という国際交流が重要な鍵となる道のスタートラインに立つにあたり、博士
後期課程二年時における半年間のフィンランドでの研究留学はかけがえのない財産でした。
見知らぬ私からの留学のお願いを快く受け入れてくださり、さらに留学後も常に気にかけてく
ださっているヘルシンキ大学薬学部のHélder A. Santos先生に深謝申し上げます。本当にあり
がとうございました。Santos先生、Dongfei Liu博士をはじめとする温かな研究室の方々に研究
を導いていただき、さらには国際色豊かな研究室の運営スタイルを間近で見させていただき、
とても幸運でした。Santos 先生の計らいでヘルシンキ大学へ滞在前にトゥルク大学の数学・自
然科学部へ滞在させていただきましたが、特にJarno Salonen先生、博士後期課程の学生であ
る Ermei Mäkilä さんに大変お世話になりました。Ermei さんは自身の忙しさに関わらずいつも
人のために尽力している方で、私への実験にも惜しみなく協力してくださいました。また、研究
活動だけでなく私がフィンランドで滞りなく生活できるよう Luke Jäppinen さんと共に様々な場面
で支えてくださいました。留学するにあたり本学の先生方、留学中には現地の温かい研究室
の方々に支えていただき、感謝の気持ちでいっぱいです。本当にありがとうございました。 
尚、博士後期課程における研究活動に際しては日本学術振興会の特別研究員 DC1 制度
により資金援助(科研費番号: 25・9098)していただきました。ありがとうございました。 
最後に無償で私を愛し、どんなことがあろうとも絶対的な味方である両親と兄に御礼申し上
げます。あなたたちが私と人生を共有してくれることが私の幸せです。本当にありがとう。 
まだまだ未熟な私ですがたくさんの方々が私のことを心から信じ見捨てずに厳しく温かくい
つも心強い力を与えてくださったおかげで博士論文を執筆し、無事に研究者としてのスタート
ラインに立つことができました。これから研究者としての長い旅が始まりますが、これまでにも増
して情熱を持ち、皆様が上のステージへ向かう一つのきっかけのような存在となれるよう邁進し
たいと思います。これまでどうもありがとうございました。これからもご指導、ご支援の程宜しくお
願い申し上げます。 
   平成 28年 3月  
岡野 千草 
